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Der PTEN/PI3K/AKT-Signalweg spielt eine entscheidende Rolle bei der 
Regulation von Proliferation, Migration und Apoptose. Mäuse mit Defekten 
innerhalb dieses Signalweges weisen multiple Veränderungen in B- und T-Zell-
Homöostase auf, welche zu Thymushyperplasie, Lymphadenopathie, Auto-
immunität und Lymphomen führen können. Die Entwicklung und der Erhalt von 
Foxp3+ regulatorischen T-Zellen ist vom PTEN/PI3K/AKT-Signalweg abhängig. 
Die immunologischen Konsequenzen von PTEN-Defekten beim Menschen sind 
bisher nicht verstanden. Aufgrund dieser Tatsache wurden sechs Patienten mit 
PTEN-Hamartom-Tumor-Syndrom auf immunologische Veränderungen unter-
sucht. Die gefundenen Dysregulationen beinhalteten Thymushyperplasie, 
Tonsillenhypertrophie und ausgedehnte lymphoide Hyperplasien des oberen und 
unteren Gastrointestinaltraktes. Eine erhöhte Anzahl von naiven Lymphozyten 
zirkuliert im peripheren Blut und akkumuliert in lymphoiden Organen. Intestinale 
lymphoide Hyperplasien waren mit einer gesteigerten Phosphorylierung von AKT 
assoziiert, zeigten jedoch normale Proliferation in T-Zell-Zonen sowie eine 
normale Verteilung CD3+Foxp3+ T-Zellen. Foxp3+ T-Zellen zeigten jedoch eine 
gesteigerte Proliferation und Aktivierung des mTORC1-Pfades in situ, was auf 
einen Schwelleneffekt für PTEN-Aktivität hinweisen könnte. Auffällig war eine 
reduzierte Apoptose bei gleichzeitig gesteigerter Proliferation und erhöhter mTOR-
Aktivität bei CD20+CD10+ B-Zellen des Keimzentrums. Diese Daten zeigen, dass 
ein Verlust von PTEN-Aktivität auch beim Menschen mit Defekten in B- und T-Zell-
Homöostase assoziiert ist. Dies führt zur Akkumulation von Lymphozyten und 
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BCR  B cell receptor (B-Zell-Rezeptor) 
BRRS  Bannayan-Riley-Ruvalcaba Syndrom 
CD  Cluster of differentiation  
CS  Cowden Syndrom 
Cy3  Cyanin 3  
DAB  3,3’-Diaminobenzidin  
DAPI  4’,6-Diamidin-2-phenylindol 
FITC  Fluoresceinisothiocyanat  
Foxp3  Forkhead Box Protein 3 
H&E  Hämatoxylin und Eosin 
HRP  Horseradish peroxidase (Meerrettich Peroxidase)  
Ig  Immunglobulin  
IL-2R!  Interleukin-2 Rezeptor alpha-Kette  
INF-"  Interferon-" 
mTOR mammalian target of rapamycin 
PBS    Phosphate buffered saline (Phosphat-gepufferte Kochsalzlösung) 
PHTS  PTEN-Hamartom-Tumor-Syndrom 
PIP2  Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat 
PIP3  Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat 
PLS  Proteus-like Syndrome (Proteus-ähnliches Syndrom) 
PS   Proteus Syndrom 
PTEN  Phosphatase and Tensin homolog deleted on chromosome 10 
TBS    Tris buffered saline (Tris-gepufferte Kochsalzlösung) 
TCR  T cell receptor (T-Zell-Rezeptor) 
TGF-# Transforming growth factor-!  
Treg  in dieser Arbeit verwendet für natürliche CD4+CD25+Foxp3+  
regulatorische T-Zellen  




1.1 Der PTEN/PI3K/AKT-Signalweg 
Der PTEN/PI3K/AKT-Signalweg hat eine herausragende Bedeutung für die 
Steuerung von Zellwachstum, Metabolismus und Überleben[1]. So können 
Keimbahnmutationen und somatische Mutationen innerhalb der Signalkaskade zu 
unterschiedlichen Krankheitsentitäten in Form von familiären Syndromen, 
Stoffwechselstörungen oder Tumorleiden führen.  
Die Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) und die Phosphatase PTEN sind die 
zentralen Gegenspieler im PI3K/AKT-Signalweg. Hauptfunktion der PI3K ist die 
Bereitstellung des second messengers Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat 
(PIP3) durch Phosphorylierung von Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2)[2]. 
Die Aktivierung der PI3K erfolgt über Rezeptortyrosinkinasen, wie sie zum Beispiel 
bei dem EGF-Rezeptor, PDGF-Rezeptor oder dem Insulin-Rezeptor zu finden 
sind. Die Kinase JAK1 an der #-Kette des Interleukin-2-Rezeptors initiiert ebenfalls 
PI3K-Aktivität[3]. CD3 und die $-Kette des T-Zell-Rezeptor-Komplexes sowie die 
CD79!-Kette und #-Kette des B-Zell-Rezeptor-Komplexes verfügen über ein 
immunoreceptor tyrosine-based activation motif (ITAM), welches Ausgangspunkt 
für die intrazelluläre Signaltransduktion und Aktivierung von PI3K ist. PTEN stellt 
innerhalb des Signalweges den direkten Gegenspieler von PI3K dar. Durch die 
Lipidphosphatase-Aktivität kann PTEN den aktiven second messenger PIP3 zu 
PIP2 dephosphorylieren und die Stärke des PI3K-vermittelten Signals 
reduzieren[4].  
Unter der Anwesenheit von PIP3 wird AKT, eine Kinase mit Pleckstrin-Homologie-
Domäne, zur Plasmamembran rekrutiert und verankert. Die Kinase AKT bildet das 
zentrale Enzym innerhalb des Signalweges und besitzt bis zu 100 unterschiedliche 
Substrate[4]. Die Aktivierung von AKT erfolgt über die phosphoinositide dependent 
protein kinase-1 (PDK1) durch Phosphorylierung an Threonin 308[5]. AKT 
vermittelt zum einen proliferative Effekte über die mTORC1-Achse, zum anderen 
anti-apoptotische Effekte über die Phosphorylierung verschiedenster Proteine 




Abbildung 1: Schematische Darstellung des PTEN/PI3K/AKT-Signalweges. PTEN reguliert 
negativ die PI3K/AKT-Achse über Dephosphorylierung des second messengers PIP3. Die Kinase 
AKT fördert Proliferation über die Aktivierung des mTORC1-Signalweges. Anti-apoptotische Effekte 
werden durch AKT über Phosphorylierung unterschiedlicher pro-apoptotischer Proteine wie 
mitochondriales BAD, Glycogensynthase-Kinase 3, Transkriptionsfaktoren der FOX-Familie, I-%B 
Kinase und Zellzyklus-Inhibitor p27kip1 vermittelt. Die Abbildung wurde erstellt mit Daten von Gaffen 
et al. 2001, Cantley et al. 2002, Sarbassov et al. 2005 und Carracedo et al. 2008[2-4, 6]. 
Der durch AKT aktivierte mTORC1-Signalweg ist maßgeblich an der Regulierung 
der Ribosomenbiogenese und der Proteintranslation beteiligt. AKT hemmt den 
Tuberous Sclerosis Complex (TSC), der aus den zwei Proteinen TSC1 und TSC2 
gebildet wird. TSC2 ist das GTPase-aktivierende Protein, welches die mit Ras 
verwandte kleine GTPase Ras homolog enriched in brain (RHEB) in diesem 
Signalweg inaktiviert[7]. Die Hemmung von TSC2 führt zum Vorliegen der 
aktivierten GTP-gebundenen Form von RHEB, was wiederum zu einer Aktivierung 
von mTOR führt. Die Serin-Threonin-Proteinkinase mTOR vermittelt Signale über 
die zwei unterschiedlichen Proteinkomplexe mTORC1 und mTORC2[7]. Die 
Signale des PI3K/AKT-Signalweges werden über den Proteinkomplex mTORC1 
vermittelt. mTORC1 besteht aus fünf Proteinen, darunter die Kinase mTOR und 
das scaffolding protein regulatory-associated protein of mTOR (RAPTOR).      
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Unter anderem phosphoryliert mTORC1 die S6 Kinase 1 und 2, welche weitere 
Effektormoleküle der Proteinsynthese wie zum Beispiel das ribosomale Protein S6 
aktivieren[4]. Demgegenüber ist mTORC2 in der Lage, AKT an Ser473 zu phos-
phorylieren und zu aktivieren[6]. Die genauen Mechanismen, die zur Aktivierung 
von mTORC2 führen, sind bisher noch nicht geklärt[7].   
Neben Proliferation vermittelt AKT auch anti-apoptotische Effekte. Dies geschieht 
durch die direkte Hemmung von pro-apoptotischen Schlüsselproteinen, unter 
anderem mitochondriales BAD und Transkriptionsfaktoren der FOX-Familie. Diese 
sind wiederum für die Transkription von pro-apoptotischen Genen wie FAS oder 
p27 notwendig[8]. Der Zell-Zyklus-Inhibitor p27kip1 kann auch direkt durch 
Phosphorylierung über AKT gehemmt werden. Außerdem kann AKT die durch 
Glycogensynthase-Kinase 3 vermittelte Hemmung von c-myc, Cyclin D, p21 und 
NFAT aufheben und somit in Zellmetabolismus und Zellzyklus-Kontrolle 
eingreifen[8]. Weiterhin ist AKT in der Lage den anti-apoptotischen Transkriptions-
faktor NF-%B indirekt über die Hemmung von Inhibitor of "B (I-%B) zu aktivieren[4]. 
1.2 Tumorsuppressorgen PTEN 
PTEN (Phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome 10) wurde 
erstmalig 1997 als ein potentielles Tumorsuppressorgen von drei unabhängigen 
Gruppen beschrieben[9-11]. Wegweisend für die Identifikation von PTEN war der 
Nachweis von großen Deletionen auf Chromosom 10q23 bei unterschiedlichen 
Tumoren. Besonders Glioblastome und fortgeschrittene Prostatakarzinome 
zeigten in 60 - 70 % der Fälle Veränderungen auf Chromosom 10q23[10, 11]. 
Zusätzlich demonstrierten Untersuchungen an Mäusen, dass das Chromosom 10 
die Tumorgenese von Glioblastomzellen unterdrückt[12-14]. 
Das Tumorsuppressorgen PTEN ist auf Chromosom 10q23.3 lokalisiert und 
besteht aus 9 Exons, die eine genomische Distanz von mehr als 120 kb umfassen. 
Die 1209 bp lange Sequenz von PTEN kodiert für eine Phosphatase, die aus 403 
Aminosäuren aufgebaut ist. Das Startkodon befindet sich an der Nukleotidposition 
1032 - 1034 im Exon 1. Das terminale Stopkodon ist in Exon 9 in der Nukleotid-
position 184 - 186 lokalisiert.  
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Die Promoter-Region des PTEN-Gens ist zwischen -1344 bp und -745 bp aufwärts 
des Startkodons lokalisiert und enthält Bindungsstellen für die Transkriptions-
faktoren Sp-1, p53 und Egr-1[15, 16]. 
1.3 Phosphatase PTEN 
Das Protein PTEN ist strukturell aus zwei Domänen, einer N-terminalen 
Phosphatasedomäne und einer C-terminalen Domäne, aufgebaut. Die 
Phosphatasedomäne umfasst die Aminosäuren 1 - 185 und beinhaltet das 
katalytische Zentrum (Aminosäuren 124 - 130). Im Gegensatz zu anderen 
Phosphatasen hat PTEN ein leicht vergrößertes aktives Zentrum, was einen 
besseren Zugang zu Phospholipid-Substraten ermöglichen soll[17]. PTEN ist in der 
Lage sowohl Phospholipide als auch Proteine zu dephosphorylieren. Als 
hauptsächliches Substrat wird Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat (PIP3) durch 
PTEN zu Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) gespalten. Damit wirkt PTEN 
antagonistisch zur Aktivität der PI3-Kinase. Außerdem ist PTEN in der Lage 
Serin-, Threonin- und Tyrosinreste in vitro und Proteine wie die Focal adhaesion 
kinase (FAK) in vivo zu dephosphorylieren[18, 19].  
Die C-terminale Domäne (Aminosäuren 186 - 403) beinhaltet zum einen die 
C2-Domäne (Aminosäuren 186 - 351). Diese ist von besonderer Bedeutung für 
den Erhalt von Chromosomenstabilität[20]. Zum anderen existieren in der 
C-terminalen Domäne weitere Sequenzen (PEST, PDZ), die eine Rolle für 
Proteinstabilität und Protein-Protein-Interaktionen spielen[21].  
1.4 Rolle von PTEN im Mausmodell 
PTEN ist fundamental für die embryonale Entwicklung. Homozygoter PTEN-
Knockout in Mäusen führt zu embryonaler Letalität zwischen Tag 6,5 und 9,5[22, 23]. 
Heterozygote Mutationen von PTEN prädisponieren Mäuse zu einer Vielzahl 
unterschiedlichster Tumoren. Dazu zählen Lymphome, dysplastische intestinale 
Polypen, komplexe atypische Neoplasien des Endometriums, intraepitheliale 
Neoplasien der Prostata sowie Neubildungen der Schilddrüse[24]. Des Weiteren ist 
ein erhöhtes Risiko für die Entwicklung von Tumoren der Brust, in Form von 
Adenokarzinomen und Fibroadenomen, beschrieben[25]. PTEN+/- Mäuse entwickeln 
im Alter von 20 Wochen massive lymphoide Hyperplasien, die im weiteren Verlauf 
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zu T-Zell-Lymphomen entarten können[22, 24]. Hyperplasien manifestieren sich 
unter anderem in Form von geschwollenen Lymphknoten mit veränderter 
histologischer Architektur. Die von Podsypanina et al. generierten PTEN+/- Mäuse 
zeigten zu 100 % das Vorhandensein von intestinalen Polypen. Diese waren in 
50 % der Fälle vom lymphoiden Typ und assoziiert mit lymphoider Hyperplasie 
des mukosa-assoziierten lymphoiden Gewebes[24]. Di Cristofano et al. beschrieben 
in ihrem PTEN-Knockout Modell das frühe Auftreten von hamartösen Polypen im 
Kolon und zusätzlich letale polyklonale Autoimmunstörungen sowie Verände-
rungen in der Fas-vermittelten Apoptose[26].  
1.5 Rolle von PTEN-Defekten beim Menschen 
Keimbahnmutation im PTEN-Gen beim Menschen führen zu phänotypisch 
unterschiedlichen Krankheitsbildern, die aufgrund von Überlappungen im 
klinischen Erscheinungsbild und der gemeinsamen genetischen Ätiologie unter 
dem PTEN-Hamartom-Tumor-Syndrom (PHTS) zusammengefasst werden. Zu 
diesem Syndrom-Komplex werden das Cowden Syndrom (CS), das Bannayan-
Riley-Ruvalcaba Syndrom (BRRS), das Proteus Syndrom (PS) und das 
Proteus-like Syndrom (PLS) gezählt[27]. PTEN-Keimbahnmutationen sind in 80 % 
der Fälle von CS und in 65 % der Fälle von BRRS beschrieben sowie in 20 % der 
Fälle von PS und PLS[15, 27-30]. 
1.5.1 Cowden Syndrom 
Das Cowden Syndrom folgt einem autosomal-dominanten Erbgang und wird 
selten vor dem Erwachsenenalter diagnostiziert. Die weltweite Prävalenz wird auf 
1:200.000 geschätzt, wobei eine genaue Aussage aufgrund der schwierigen 
Diagnosefindung nicht getroffen werden kann[31]. Das CS ist charakterisiert durch 
das Auftreten von multiplen Hamartomen sowie durch ein erhöhtes Risiko für 
benigne und maligne Tumoren. Mukokutane Manifestationen in Form von 
Trichilemmomen, papillomatösen Papeln und akralen sowie palmaren Keratosen 
sind die häufigsten Erscheinungsformen. Diese lassen sich in den ersten drei 
Lebensdekaden in 99 % der Fälle nachweisen[32]. Weiterhin sind im Allgemeinen 
Makrozephalie sowie gastrointestinale Polypen und Glykogen-Akanthosen zu 
finden. Patienten mit CS haben ein erhöhtes Risiko, benigne und maligne 
Tumoren der Brust, der Schilddrüse und des Endometriums zu entwickeln[33, 34]. 
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Frauen mit CS haben ein Risiko von 25 - 50 % im Alter von etwa 38 - 46 Jahren 
eine bösartige Erkrankung der Brust zu entwickeln[35, 36]. Gutartige Erkrankungen 
der Schilddrüse, die mit CS assoziiert sind, umfassen multinoduläre Strumen, 
adenomatöse Knoten und follikuläre Adenome. Follikuläre und papilläre 
Schilddrüsenkarzinome werden mit einem erhöhten Lebenszeitrisiko von 10 % 
beobachtet[37]. 
1.5.2 Bannayan-Riley-Ruvalcaba Syndrom 
Das BRRS ist eine angeborene, autosomal-dominant vererbte Erkrankung und 
wird im Gegensatz zum CS früher in der Entwicklung diagnostiziert. Das Syndrom 
ist durch das Auftreten von hamartösen Tumoren im Sinne von Lipomen[38], 
Hämangiomen und Lymphangiomen gekennzeichnet. Weitere allgemeine Merk-
male sind Makrozephalie[38, 39], Pigmentflecken der Glans penis[40] sowie eine 
intestinale Polyposis, die in 45 % der Fälle beschrieben ist[41]. Patienten mit BRRS 
zeigen in einem Großteil der Fälle muskuläre Hypotonie und eine verzögerte 
geistige Entwicklung. Obwohl man anfänglich annahm, dass Karzinome bei BRRS 
eher selten entstehen, zeigten Studien ein gleich hohes Karzinomrisiko für BRRS-
Patienten mit PTEN-Keimbahnmutationen wie CS-Patienten[27]. 
1.5.3 Proteus Syndrom und Proteus-like Syndrom 
Das Proteus Syndrom ist eine höchst variable und komplexe hamartomatöse 
Störung, die schätzungsweise 120 mal in der Literatur dokumentiert wurde[42]. Das 
Proteus Syndrom ist durch schnelles, übermäßiges Wachstum unterschiedlichster 
Gewebe gekennzeichnet[43]. Die phänotypischen Merkmale sind zumeist 
angeboren, zeigen eine asymmetrische Mosaik-Verteilung und können nach der 
Geburt persistieren oder weiter voranschreiten. Dazu gehören Missbildungen und 
hamartöses Wachstum einer Vielzahl von Geweben, epidermale und 
bindegewebige Nävi sowie Hyperostosis. Maligne Tumoren sind nicht mit dem PS 
assoziiert[44]. Die Diagnose Proteus-like Syndrom ist für Patienten reserviert, die 
Merkmale eines Proteus Syndroms zeigen aber nicht den diagnostischen Kriterien 




Tabelle 1: Diagnostische Kriterien von PTEN-assoziierten Syndromen. 
Cowden Syndrom — diagnostische Konsensuskriterien nach Eng et al. (2000)[29]  
pathognomonisch Major-Kriterien Minor-Kriterien 
Lhermitte-Duclos-Syndrom 
im Erwachsenenalter 







medullär), besonders follikulär 
Makrozephalie (fronto-okzipitaler 
Umfang & 97. Perzentile) 
Endometriumkarzinom 
andere Läsionen der Schilddrü-
se (z.B. multinoduläre Struma) 
Mentale Retardierung (IQ ' 75) 







Die Arbeitdiagnose CS kann dann gestellt werden, wenn eines der folgenden Kriterien zutrifft: 
pathognomonische mukokutane Läsionen kombiniert mit: 
- sechs oder mehr fazialen Papeln, von denen drei oder mehr Tricholemmome sein müssen 
- kutanen Papeln des Gesichtes und oralen Schleimhautpapillomatosen 
zwei oder mehr Major-Kriterien 
ein Major-Kriterium und drei oder mehr Minor-Kriterien 
vier oder mehr Minor-Kriterien 
Bannayan-Riley-Ruvalcaba Syndrom, nach Gorlin et al. (1992)[45] 
Makrozephalie, hamartomatöse intestinale Polyposis, Lipome, Pigmentflecken der Glans penis 
Proteus Syndrom — diagnostische Konsensuskriterien nach Biesecker et al. (1999)[44] 
pathognomonisch Bindegewebsnävus 
oder zwei der folgenden Kriterien oder drei der folgenden Kriterien 
Epidermalnävus 
Asymmetrischer, dysproportionierter Großwuchs 
(ein oder mehrere): 
- Extremitäten 
- Hyperostose des Schädels 
- Hyperostose des äußeren Gehörgangs 
- Wirbel 
- Viscera: Milz/Thymus 
Spezifische Tumore vor 20. LJ  
- Bilaterale Zystadenome des Ovars 
- Parotisadenome 
 
Fehlregulation des Fettgewebes: 
- entweder Lipome oder regionale 
Lipoatrophie  
Vaskuläre Malformationen:  
- ein oder mehrere kapilläre, venöse, 
lymphatische 
Lungenzysten  
Fazialer Phänotyp (alle): 
- langes Gesicht 
- Dolichozephalie 
- abfallende Lidachsen und/oder Ptosis  
- tiefliegende Nasenwurzel  
- antevertierte Nares  
- offener Mund 
Allgemein: Mosaikverteilung, Progredienz, sporadisches Auftreten 
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1.6 Rolle von PTEN-Defekten in Lymphozyten-Subpopulationen 
B-Zellen und T-Zellen sind die Träger der spezifischen Immunabwehr. B-Zellen 
differenzieren bei einer B-Zell-Rezeptor-vermittelten Immunantwort zu Antikörper-
produzierenden Plasmazellen und B-Gedächtniszellen und dienen der humoralen 
Abwehr. Aus naiven T-Lymphozyten gehen bei einer spezifischen Immunantwort 
T-Effektorzellen sowie T-Gedächtniszellen hervor, die als zelluläre Abwehr 
fungieren. 
1.6.1 B-Zellen 
Homozygoter B-Zell-spezifischer PTEN-Knockout im Mausmodell führt zu einem 
deutlichen Anstieg von Antikörpern gegenüber körpereigenen Antigenen, zu 
Splenomegalie mit Akkumulation von B1a-Zellen und Marginalzonen-B-Zellen 
sowie erhöhten absoluten Zellzahlen von unreifen B-Zellen in der Peripherie, 
jedoch nicht zu maligner Entartung[46, 47]. PTEN-defiziente B-Zellen zeigen ein 
hyperproliferatives Verhalten unter Mitogen-Stimulation und eine reduzierte 
Apoptose unter IgM-Stimulation. Außerdem wiesen die von Suzuki et al. 
generierten Mäuse Veränderungen im Immunglobulin-Profil mit erniedrigten 
Serumspiegeln von IgG und IgA sowie erhöhten IgM-Spiegeln infolge eines 
defekten Klassenwechsels auf[46].  
Unreife B-Zellen von WT-Mäusen zeigen im Vergleich zu reifen B-Zellen eine 
erhöhte Expression von PTEN. Die B-Zell-Rezeptor-vermittelte Apoptose im 
Rahmen der negativen Selektion innerhalb der B-Zellentwicklung wird von PTEN 
reguliert. Eine Reduktion der PTEN-Expression in unreifen B-Zellen blockiert die 
BCR-vermittelte Apoptose infolge einer gesteigerten Aktivierung von AKT[48]. Auch 
beim Menschen scheint PTEN eine Rolle bei der Regulation von Apoptose in 
B-Zellen zu spielen. So zeigten EBV-transformierte B-Zellen eines Patienten mit 
einer 4-bp Deletion im Exon 8 von PTEN eine gesteigerte Resistenz gegenüber 
apoptotischen Stimuli in vitro[49].  
1.6.2 T-Zellen 
Initiale Untersuchungen an heterozygoten PTEN-Knockout Mäusen zeigten, dass 
diese neben lymphoiden Hyperplasien vornehmlich T-Zell-Lymphome ent-
wickeln[22]. Weiterhin wurden Autoimmunität und T-Zellen mit Resistenz 
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gegenüber dem Aktivierungs-induzierten Zelltod beschrieben[26]. Konditionaler 
T-Zell-spezifischer PTEN-Knockout führt zu gestörter Apoptose in sich entwickeln-
den Thymozyten und zum Auftreten aggressiver T-Zell-Lymphome. Die Tumorent-
wicklung geht dabei einher mit einer Aktivierung des PI3K/AKT-Signalweges in 
PTEN-defizienten T-Zell-Vorstufen und beinhaltet gesteigerte Phosphorylierung 
von AKT und FOXO3a sowie reduziertes p27kip [50-52].  
PTEN ist von großer Bedeutung für die negative Regulation des T-Zell-Rezeptor-
Signals und für den Erhalt der Selbsttoleranz. Die Stimulation des Ko-Rezeptors 
CD28 ist erforderlich, um diese negative Regulation durch PTEN zu überwinden. 
Bei T-Zell-spezifischem PTEN-Knockout führt auch die alleinige Stimulation des 
T-Zell-Rezeptors zu effektiver Zytokinproduktion und Proliferation in vitro[53]. 
1.6.3 CD4+CD25+Foxp3+ regulatorische T-Zellen 
CD4+CD25+Foxp3+ regulatorische T-Zellen (Tregs) nehmen einen hohen Stellen-
wert in der Aufrechterhaltung von immunologischer Selbsttoleranz und Homöo-
stase ein. Sie sind charakterisiert durch die Expression des Transkriptionsfaktors 
Foxp3, der von zentraler Bedeutung für die Steuerung des regulatorischen 
Phänotyps ist. Zu diesem zählen unter anderem die konstitutive Expression der 
!-Kette des IL-2-Rezeptors, das Fehlen einer eigenständigen IL-2-Produktion und 
hypoproliferatives Verhalten unter IL-2-Stimulation in vitro[54]. IL-2-Rezeptor-
vermittelte Signale sind essentiell für die Entwicklung und das Überleben von 
Tregs in der Peripherie[55].  
In der Maus entwickeln sich natürlich vorkommende Tregs im Thymus aus 
CD4+ Thymozyten. Diese differenzieren unter TCR-abhängigen Signalen und 
CD28-Stimulation zu CD4+CD25+GITR+Foxp3- Treg Vorstufen. In Abhängigkeit 
von IL-2 und CD28-Stimulation entwickeln sich daraus CD4+Foxp3+ regulatorische 
T-Zellen. Das CD28-vermittelte Signal wird über die Aktivierung der Kinase Lck 
und die daraus folgende erhöhte Expression des Transkriptionsfaktors c-REL 
weitergeleitet und ist unabhängig vom PI3K/AKT-Pfad[56, 57]. In transgenen Mäusen 
verhindert konstitutiv exprimiertes AKT in T-Zellen den Übergang von Thymozyten 
zum Treg-Phänotyp und verringert die TGF-#-induzierte Expression von Foxp3[58]. 
PI3K-defiziente Mäuse zeigen eine erhöhte Zahl Foxp3+ Tregs im Thymus[59], 
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dennoch ist die Zahl regulatorischer T-Zellen bei homozygotem T-Zell-spezi-
fischem PTEN-Knockout in der Peripherie nicht verändert[60].    
In konventionellen T-Zellen folgt der Stimulation des IL-2-Rezeptors ein komplexes 
Aktivierungssystem unter Einbeziehung des JAK/STAT-, PI3K/AKT- und des 
MAPK/ERK-Signalweges[3]. Dies führt letztendlich zu einer erhöhten Expression 
von Proteinen, die eine Rolle bei Zellzyklusprogression und Überleben spielen. Im 
Unterschied dazu zeigt sich in regulatorischen T-Zellen unter IL-2-Stimulation 
hauptsächlich eine Aktivierung des STAT-abhängigen Pfades mit dem Anstieg von 
Proteinen wie IL-2R!, Cyclin D3, c-myc, BCL-2 und TNF-#, die das Überleben von 
Tregs sichern[61]. Der PI3K/AKT-Pfad hingegen wird nicht aktiviert, was sich 
anhand einer verminderten Phosphorylierung von AKT und der p70S6kinase 
zeigt[61]. Außerdem bleibt die PI3K-abhängige Erniedrigung der Expression des 
Zellzyklus-Inhibitors p27kip aus, was den Übergang von der G1- in die S-Phase 
blockiert. Die negative Regulation des PI3K/AKT-Signalweges in regulatorischen 
T-Zellen ist zum Teil mit einer veränderten Expression von PTEN assoziiert[61, 62]. 
Treg-spezifischer Knockout von PTEN in Mäusen führt zu gesteigerter 
Proliferation unter alleiniger IL-2-Stimulation in vitro[60]. Entwicklung, peripheres 
Überleben und suppressive Funktionen von Tregs werden außerdem negativ über 
den S1P1-Rezeptor gesteuert. S1P1-vermittelte Signale bewirken eine gesteigerte 
Phosphorylierung von AKT und eine Aktivierung des mTOR-Weges[63]. Dem 
PI3K/AKT-Signalweg wird somit eine negative Regulierungsfunktion in Tregs 
zugesprochen. Die TCR- und CD28-vermittelte Aktivierung des PI3K/AKT-
Signalweges führt zu einer verminderten Foxp3-Expression und zu dem Verlust 
des Treg-spezifischen Transkriptionsmusters[64]. Die genaue Rolle von PTEN für 












1. Lassen sich bei Patienten mit PTEN-Hamartom-Tumor-Syndrom Hinweise 
für immunologische Dysregulationen finden und sind intestinale lymphoide 
Hyperplasien eine häufiges Phänomen? 
2. Zeigt sich im intestinalen lymphoiden Gewebe von Patienten mit PHTS eine 
gesteigerte Aktivierung von PTEN-abhängigen Signalwegen? 
3. Gibt es Hinweise auf eine gesteigerte Proliferation oder eine reduzierte 
Apoptose von Lymphozyten des mukosa-assoziierten lymphoiden Gewe-
bes, die eine Ausbildung von lymphoiden Hyperplasien bei PHTS erklären 
könnten? 
4. Existieren Unterschiede in der Verteilung und Proliferation von CD3+Foxp3+ 
regulatorischen T-Zellen bei Patienten mit PHTS in situ?  
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2 Material und Methoden 
2.1 Patientenproben 
Pathologische und humangenetische Institute sowie Kliniken in Deutschland 
wurden nach Informationen zu bestätigten oder Verdachtsfällen von PHTS 
konsultiert. Patienten und Eltern wurden anschließend von ihrem Hausarzt oder 
betreuenden Arzt zur Einwilligung in diese Studie befragt. Patienteneinschluss in 
die Studie erfolgte bei: a) vorhandener Einwilligung, b) bestätigter PTEN-Mutation 
oder dem klinischen Verdacht auf PHTS und c) Verfügbarkeit von historischen 
formalinfixierten, paraffineingebetteten Gewebeproben des Gastrointestinaltraktes.  
 
Abbildung 2: Einschlussverfahren. Aus der Anfrage an pathologische und humangenetische 
Institute sowie Kliniken in Deutschland gingen zehn potentielle Probanden hervor. Eine schriftliche 
Einwilligung konnte von sieben Patienten erlangt werden. Nach Evaluation der klinischen Befunde, 
des PTEN-Status und der Verfügbarkeit von formalinfixierten Gewebeproben wurden sechs 
Patienten in die Studie eingeschlossen. N = Patientenzahl.  
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Formalinfixierte, paraffineingebettete Proben wurden vom Institut für Pathologie 
der Universität Leipzig, Düsseldorf, Berlin und Hannover für histologische 
Untersuchungen zur Verfügung gestellt. Dabei handelte es sich um archivierte 
Gewebeproben von sechs Patienten, die im Rahmen von endoskopischen bzw. 
operativen Eingriffen gewonnen wurden. Als Kontrollgewebe wurden formalin-
fixierte Proben von sechs Patienten mit katarrhalischer Appendizitis für 
immunhistochemische Analysen genutzt. Die Gewebeproben wurden vom Institut 
für Pathologie der Universität Leipzig zur Verfügung gestellt.  
Alle Untersuchungen an formalinfixierten Patientenproben wurden nach schrift-
licher Einverständniserklärung durchgeführt. Bei Kindern und Jugendlichen war bis 
zur Vollendung des 18. Lebensjahres das Einverständnis der Erziehungsberech-
tigten erforderlich. Die Studie wurde von der Ethikkommission der Universität 
Leipzig (Reg.-Nr. 236-09-09112009) genehmigt. Weitere Untersuchungen 
erfolgten im Einklang mit dem positiven Votum der Ethikkommission der 
Universität Freiburg. 
2.2 Histologie und Immunhistochemie 
2.2.1 Probenvorbereitung 
Für histologische Analysen wurden Gewebeschnitte von formalinfixierten, 
paraffineingebetteten Proben mit einer Schnittdicke von 4 - 5 (m angefertigt 
(Microtom HM340E, Microm International) und im Wasserbad auf 
SuperFrost®/Plus-Objekträger (Microm International) überführt. Die Proben 
wurden über Nacht bei 38 °C im Wärmeschrank (Heraeus T6030, Thermo 
Scientific) getrocknet und anschließend bei Raumtemperatur gelagert.  
2.2.2 Hämatoxylin-Eosin-Färbung    
Routinemäßig erfolgte eine Hämatoxylin-Eosin-Färbung. Dafür wurden die 
Paraffinschnitte in absteigender Alkoholreihe entparaffinisiert, rehydriert und für 
zehn Minuten in Mayers Hämatoxylin (Thermo Scientific) kerngefärbt. Die 
Farbdifferenzierung erfolgte für weitere zehn Minuten in lauwarmem 
Leitungswasser. Die Proben  wurden für drei Minuten in Eosin (Thermo Scientific) 
überführt, in aufsteigender Alkoholreihe dehydriert und in xylolhaltigem Medium 
(Roth) dauerhaft eingedeckt. 
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2.2.3 Reagenzien für Immunhistochemie 
Puffer 
PBS (pH 7,4) plus 0,02 % Tween20® (PBST) wurde standardmäßig als 
Waschpuffer und zur Herstellung von Arbeitslösungen genutzt. Eine PBS-Tablette 
(Gibco) wurde in 500 ml destilliertem Wasser gelöst und mit 250 (l Tween20® 
versetzt. Bei dem immunhistochemischen Nachweis von Antigenen mit 
spezifischer Phosphorylierung wurde Tris-Puffer (0,1 M Tris, 0,15 M NaCl, pH 7,6) 
plus 0,02 % Tween20® verwendet (TBST).  
Primärantikörper 
Zur spezifischen immunhistochemischen Detektion von humanen Antigenen in situ 
wurden die in Tabelle 2 aufgelisteten Primärantikörper verwendet. Die 
Verdünnung erfolgte in PBS mit 0,05 % Tween20® (Sigma-Aldrich) und 2 % Esel- 
bzw. Mausserum (Sigma-Aldrich). Die Antikörper gegen Caspase-3 (Asp175), 
p(Ser473)-AKT und p(Ser235/236)-S6 ribosomal protein wurden in SignalStain® 
Antibody Diluent (Cell Signaling Technology) verdünnt.  
Tabelle 2: Primärantikörper für Immunhistochemie. 
humanes Antigen Antikörper Klon Verdünnung Quelle 
Caspase-3 
(Asp175)  
monoklonal, Hase 5A1E 1:150 Cell Signaling Tech., 
Boston, USA 
CD3 polyklonal, Hase - 1:50 Dako, Glostrup, DK 
CD10 monoklonal, Maus 56C6 1:50 Leica MS, Wetzlar, GER 
CD20 monoklonal, Maus L26 1:50 Dako, Glostrup, DK 
Foxp3 monoklonal, Maus 236A/E7 1:50 Abcam, Cambridge, GB 
p(Ser473)-AKT monoklonal, Hase D9E 1:50 Cell Signaling Tech., 
Boston, USA   
p(Ser235/236)-S6 
ribosomal protein 
monoklonal, Hase D57.2.2E 1:50 Cell Signaling Tech., 
Boston, USA 
Ki-67 monoklonal, Maus Mib-1 1:100 Dako, Glostrup, DK 
Ki-67 monoklonal, Maus Mib-1/FITC 1:100 Dako, Glostrup, DK 
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Sekundärantikörper 
Der adäquate Primärantikörpernachweis erfolgte mit Hilfe von horseradish 
peroxidase (HRP)-konjugierten Sekundärantikörpern (Tabelle 3). Die Verdünnung 
erfolgte entsprechend in PBS plus 0,02 % Tween20® (v/v). 
Tabelle 3: Sekundärantikörper für Immunhistochemie. 
Antigen/Spezies Antikörper Konjugat Verdünnung Quelle 
IgG/Maus polyklonal/Esel* HRP 1:100 Dianova, Hamburg, GER 
IgG/Hase polyklonal/Esel** HRP 1:100 Dianova, Hamburg, GER 
FITC monoklonal/Maus HRP 1:200 Dianova, Hamburg, GER 
* Absorbiert gegen Serumproteine von Rind, Huhn, Ziege, Meerschweinchen, syrischer Hamster,  Pferd, Mensch, Ratte, 
Schaf; ** Rind, Huhn, Ziege, Meerschweinchen, syrischer Hamster, Pferd, Mensch, Maus, Ratte, Schaf 
Substrate 
Zur Farbentwicklung bei immunhistochemischen Einfachmarkierungen wurde das 
Liquid DAB+ Substrate Chromogen System (Dako) genutzt. Dabei wurde nach 
Angaben des Herstellers 1 Tropfen der Chromogenlösung mit 1 ml Substratpuffer 
verdünnt. Bei Mehrfachmarkierungen mittels Immunfluoreszenz wurde das 
Tyramide-Signal-Amplification (TSA™) System von PerkinElmer eingesetzt. Das 
Substrat wurde im mitgelieferten Amplifikationsdiluent 1:300 verdünnt.  
Tabelle 4: Substrate für die Visualisierung immunhistochemischer Markierungen. 
Substrat Visualisierungssystem Quelle 
DAB Liquid DAB+ Substrate Chromogen System Dako, Glostrup, DK 
Tyramid-FITC TSA™ Fluorescein System PerkinElmer, Waltham, USA 
Tyramid-Cy5 TSA™ Cyanine 5 System PerkinElmer, Waltham, USA 
2.2.4 Durchführung Immunhistochemie 
Zur Bestimmung der Proliferationsrate in lymphatischem Gewebe wurden Schnitte 
aus formalinfixierten, paraffineingebetteten Proben mit dem Proliferationsmarker 
Ki-67 immunhistochemisch markiert. Die Schnitte wurden entparaffinisiert, 
rehydriert und für 20 min im Dampfkocher (MultiGourmet FS20, Braun) bei ca. 
85 °C in Antigen-Retrieval Solution pH 9,0 (Dako) demaskiert. Die Proben wurden 
für 20 min bei Raumtemperatur im heißen Kochpuffer belassen und mit 
Material und Methoden 
 16 
destilliertem Wasser gespült. Das Blocken der endogenen Peroxidase wurde mit 
einer 3 %-igen H2O2-Lösung (w/w) für 20 min sowie mit einer 0,05 %-igen 
Natriumazid-Lösung (w/v) für 15 min realisiert. Nach gründlichem Waschen in 
PBST wurden unspezifische Bindungsstellen für 25 min mit 5 %-igem Eselserum 
(Sigma) geblockt und die Schnitte gegen Ki-67 (Klon MiB1, Dako) für 30 min bei 
Raumtemperatur markiert. Nach Waschen in PBST wurden die Schnitte für 30 min 
bei Raumtemperatur mit einem Meerrettichperoxidase-konjugierten, gegen Maus-
IgG gerichteten, polyklonalen Eselantikörper (Dianova) inkubiert und wiederum 
gewaschen. Das Liquid DAB+ Substrate Chromogen System (Dako) wurde 
genutzt, um die Immunmarkierung zu visualisieren. Die Farbreaktion wurde mittels 
Lichtmikroskop (Zeiss) überwacht, um unspezifische Hintergrundfärbungen zu 
minimieren.  
Zum Nachweis von aktivem p-Akt in situ wurde das oben genannte Färbeprotokoll 
modifiziert. Dabei wurde Tris-Puffer (pH 7,6) bei allen Waschschritten sowie zur 
Verdünnung eingesetzt. Der Primärantikörper gegen p-Akt (Klon D9E, Cell 
Signaling Technology) wurde im mitgelieferten SignalStain® Antibody Diluent (Cell 
Signaling Technology) verdünnt. Die Inkubation erfolgte über Nacht bei 4 °C in 
einer Feuchtkammer. Als Sekundärantikörper wurde ein gegen Hase-IgG 
gerichteter polyklonaler Eselantikörper (Dianova) eingesetzt. 
2.2.5 Immunfluoreszenz   
Mehrfarben-Fluoreszenz-Mikroskopie wurde genutzt, um die Proliferation und 
relative Verteilung regulatorischer T-Zellen zu bestimmen. Dafür wurde die 
immunhistochemische Markierung von Foxp3, ein spezifischer Marker für 
regulatorische T-Zellen, mit Färbungen für Ki-67 und CD3 kombiniert. 
Paraffinschnitte wurden entparaffinisiert, rehydriert und für 20 min im Dampfkocher 
(MultiGourmet FS20, Braun) bei 85 °C in Antigen-Retrieval Solution pH 9,0 (Dako) 
demaskiert. Nach dem Blocken der endogenen Peroxidase mit 3 %-iger 
H2O2-Lösung (w/w) sowie dem Blocken mit 5 %-igem Eselserum für 25 min 
wurden die Schnitte für 40 min mit einem monoklonalen Maus-Antikörper gegen 
humanes Foxp3 (Klon: 236A/E7, Abcam) bei Raumtemperatur inkubiert. Als 
Sekundärantikörper diente ein Meerrettichperoxidase-konjugierter, gegen Maus-
IgG gerichteter, polyklonaler Eselantikörper (Dianova), der für 30 min aufgebracht 
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wurde. Für die Signalamplifikation wurde TSA™-Cyanine 5 (PerkinElmer) als 
Substrat genutzt und für 15 min inkubiert. Um ein Ausbleichen des 
Fluoreszenzsignals zu verhindern, wurden alle weiteren Inkubationsschritte im 
Dunkeln durchgeführt. Die Restaktivität der Peroxidase des Sekundärantikörpers 
wurde mit 3 %-iger H2O2-Lösung (w/w) für drei mal 7 min sowie 0,05 %-iger 
Natriumazid-Lösung (w/v) für 15 min geblockt, um mögliche falsch-positive Signale 
der zweiten Markierung zu verhindern. Nach 25 min Serumblock mit 5 %-igem 
Maus- bzw. Eselserum folgte die Markierung mit einem FITC-konjugierten 
monoklonalen Mausantikörper gegen humanes Ki-67 (Klon: Mib1, Dako) bzw. 
polyklonalen Hasenantikörper gegen humanes CD3 (Dako). Adäquate HRP-
konjugierte Sekundärantikörper (Maus gegen FITC bzw. Esel gegen Hase-IgG, 
Dianova) wurden für 30 min inkubiert. Die Signalamplifikation wurde mit 
TSA™-FITC (PerkinElmer) für 15 min durchgeführt. Für die Kernfärbung wurde 
4),6-Diamidin-2-phenylindol (Sigma) 1:2000 in Tris-Puffer (pH 7,3) verdünnt und 
für zwei Minuten inkubiert. Nach gründlichem Waschen und Trocknen wurden die 
Schnitte mit Glycerol pH 8,5 (Euroimmun) eingedeckt und mit Nagellack ver-
siegelt. 
Um die Rolle des mTOR-Signalweges bei regulatorischen T-Zellen zu 
untersuchen, wurde der Nachweis von aktiviertem p(235/236)-S6 ribosomal 
protein mit Foxp3 kombiniert und das oben beschriebene Protokoll angepasst. 
Aufgrund der Phosphatgruppen-spezifischen Bindung des Primärantikörpers 
gegen p-S6 (Klon D57.2.2E, Cell Signaling Technology) wurde an Stelle von PBS 
Tris-Puffer verwendet. Als Sekundärantikörper wurde ein gegen Hase-IgG 
gerichteter, polyklonaler Eselantikörper (Dianova) eingesetzt. Gleiche Modifikatio-
nen erfolgten beim Nachweis von gespaltener Caspase-3 (Klon 5A1E, 
Cell Signaling Technology). 
2.2.6 Tunel-Assay 
Zur Untersuchung der Apoptose von T-Zellen, B-Zellen und unreifen B-Zellen des 
Keimzentrums wurden Fluoreszenzmarkierungen für CD3, CD20 und CD10 mit 
Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling (Tunel)-Assays 
kombiniert. Für die Umsetzung des Tunel-Assays wurde das ApopTag® 
peroxidase in situ apoptosis detection Kit (Millipore) genutzt.  
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Formalinfixierte, paraffineingebettete Gewebeschnitte (5(m) wurden entparaffini-
siert, rehydriert und für 20 min in Antigen-Retrieval Solution pH 9,0 (Dako) bei 
85 °C im Dampfkocher demaskiert. Die abgekühlten Proben wurden für 20 min mit 
3 %-iger H2O2-Lösung (w/w) behandelt und nach gründlichem Waschen mit 
5 %-igem Eselserum geblockt. Die Antikörper-Markierung erfolgte für 30 min 
entweder mit einem polyklonalen Hasen-Antikörper gegen CD3 (Dako), einem 
monoklonalen Maus-Antikörper gegen CD20 (Klon: L26, Dako) oder einem 
monoklonalen Maus-Antikörper gegen CD10 (Klon: 56C6, Leica). Es wurden 
dementsprechend geeignete HRP-konjugierte, polyklonale Esel-Sekundäranti-
körper (Dianova) gegen Hase und Maus genutzt und für 30 min inkubiert. Nach 
gründlichem Waschen in PBST wurde die Signalamplifikation mit TSA™-Cyanine 
5 (PerkinElmer) durchgeführt. Die Schnitte wurden mit Proteinase K (Dako) für 
15 min behandelt und die restliche Peroxidaseaktivität des Sekundärantikörpers 
für drei mal 7 min mit 3 %-iger H2O2-Lösung (w/w) und 15 min mit 0,05 %-iger 
Natriumazid-Lösung (w/v) geblockt. Nach Anwendung des ApopTag® 
Equilibrierungs-Puffers für fünf Minuten wurden die Schnitte mit 
TdT-Enzym-Lösung für 1 h in einer feuchten Kammer im Wärmeschrank bei 38 °C 
inkubiert. Das TdT-Enzym wurde dafür 1:10 in ApopTag® Reaction Buffer 
verdünnt. Die Reaktion wurde mit ApopTag® Stop/Wash-Buffer beendet. Danach 
folgte die Inkubation mit ApopTag® Anti-Digoxigenin-Peroxidase bei 
Raumtemperatur für 30 min. Nach gründlichem Waschen in PBS wurde die 
Signalamplifikation mit TSA™-FITC (PerkinElmer) durchgeführt, die Schnitte für 
2 min mit DAPI (Sigma) gegengefärbt, gründlich gewaschen und bei 
Raumtemperatur getrocknet und eingedeckt.  
Proben, die für 15 min mit DNAse I (Roche) behandelt wurden, dienten als 
Positivkontrollen. Durch das Ersetzen des TdT-Enzyms mit PBS wurden Negativ-
kontrollen erzeugt. 
2.3 Genanalyse von PTEN  
Aufgrund der seltenen Erkrankung erfolgte die genetische Analyse an 
verschiedenen humangenetischen Instituten. Ein Mutations-Screening für die 
gesamte kodierende Region von PTEN einschließlich Exon/Intron-Grenzen wurde 
bei Patient R130Q mittels DHPLC am Institut für Humangenetik der Universität 
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Leipzig durchgeführt. Die Untersuchungen wurden vom Doktoranden nicht selbst 
durchgeführt. Eine detaillierte Beschreibung der Methodik ist in der Dissertation 
von Lin Shou zu finden[65].  
Genomische DNA wurde aus Leukozyten vom peripheren Blut des BRRS-
Patienten mit dem Invisorb® Maxi blood kit (Invitec) gewonnen. PCR-Primer für die 
Amplifikation kodierender Exons von PTEN wurden mit der Software Gene Runner 
3.05 bestimmt. Folgende Primer wurden genutzt:  
Tabelle 5: Primersequenzen  für die Amplifikation kodierender Exons von PTEN. 
Exon Forward-Primer Reverse-Primer 
1 5’-AAGAAGCCCCGCCACCAG 5’-AAAGAGGAGCAGCCGAGAA 
2 5’-TGACCACCTTTTATTACTCC 5’-AGTATCTTTTTCTGTGGCTTA 
3 5’-TAATGGTGGCTTTTTGTT 5’-GCAAGCATACAAATAAGAA 
4 5’-TCACATTATAAAGATTCAGGC 5’-TTCTGCTTTCTCCCTGTG 
5 5’-TTATTCTGAGGTTATCTTTTTA 5’-AGATCCAGGAAGAGGAAA 
6 5’-TACGACCCAGTTACCATAG 5’-CTTCTTTAGCCCAATGAG 
7 5’-ATCGTTTTTGACAGTTTG 5’-TCCCAATGAAAGTAAAGTA 
8 5’-ACAGATAACTCAGATTGCC 5’-ATACATACAAGTCACCAACC 
9 5’-CACGAGAATTGCTTGAAC 5’-TTCCTATAACTGGTAATCTGA 
Die PCR wurde auf einem GeneAmp PCR System 2240 (Applied Biosystems) 
durchgeführt und AmpliTaq®Gold™ (Roche) genutzt. Das Mutations-Screening 
wurde mittels DHPLC (WAVE® Nucleic Acid Fragment Analysis System; 
Transgenomic) durchgeführt. Ausgewählte Fragmente wurden mit dem 
QIAquick™PCR purification kit (Qiagen) aufgereinigt und bidirektional mittels ABI 
Prism®377 (Applied Biosystems) unter Verwendung der BigDye®terminator-cycle-
sequencing technology (PerkinElmer) sequenziert.  
Ein Mutations-Screening für PTEN eines Patienten mit Cowden Syndrom wurde 
an der Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf mit Hilfe von Single-strand 
conformational polymorphism (SSCP)-Analysen durchgeführt. Detaillierte Aus-
führungen zu der verwendeten Methode finden sich in Reifenberger et al.[66].  
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Eine Multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA)-Analyse zur Erfas-
sung von Deletionen im PTEN-Gen erfolgte bei Patient Del E2-9 am Medizinisch 
Genetischen Zentrum in München. Eine genaue Beschreibung zur verwendeten 
Methode findet sich in Aretz et al.[67]. 
2.4 Lymphozyten-Transformationstest  
Das Proliferationsvermögen unseparierter Zellen aus dem peripheren Blut von 
Patient R130Q, Patient Del E2-9 und gesunden Probanden wurde über die 
Aufnahme von [3H]Thymidin (Amersham, Hartman Analytik) im Institut für 
Immunologie der Universität Leipzig bestimmt. Die mononukleäre Zellfraktion aus 
heparinisiertem Blut wurde mittels Ficoll-Dichtegradienten-Separation (Amersham, 
Pharmacia Biotech) gewonnen und zweimalig in 1 %-igem Kalbserum (PAA) ge-
waschen. Die Stimulation erfolgte in vier Ansätzen von 2 x 105 PBMC und wurde 
entweder mit Phytohämagglutinin (1 mg/ml, Sigma) und anti-CD3 (1 mg/ml, Klon 
OKT3, Janssen-Cilag) oder mit anti-CD3 (1 mg/ml, Klon OKT3) zusammen mit 
anti-CD28 (100 ng/ml, Klon CD28.2, NatuTec) durchgeführt. Ein unstimulierter 
Zellansatz diente als Kontrolle. Der Reaktionsansatz pro well einer Rundboden-
Mikrotiter-Platte (Greiner) aus 200 µl RPMI 1640 Zellmedium (GIBCO), versetzt 
mit 5 % inaktiviertem FCS und Penicillin/Streptomycin wurde bei 37 °C unter 5 % 
CO2 inkubiert. Nach 52 h wurden die Zellen mit 1 µCi [3H]Thymidin pro well 
(spezifische Aktivität 5 Ci/mmol) für 17 h markiert. Die Kulturen wurden geerntet 
(Harvester, Wallac) und auf Filterpads (Wallac) überführt. Die aufgenommene 
Radioaktivität wurde mittels flüssiger Szintillationszählung (Trilux 1450, Wallac) 
quantifiziert. 
2.5 FACS-Analyse  
FACS-Analysen des peripheren Blutes von zwei PHTS-Patienten wurden am 
Institut für Immunologie der Universität Leipzig durchgeführt. Es wurde eine 
erweiterte T- und B-Zellphänotypisierung vorgenommen. Nach Erythrozyten-Lyse 
(FACS Lysing Solution, BD) wurden die Proben mit PBS gewaschen und mit 
1 %-iger Formaldehyd-Lösung fixiert. Für die analytische Durchflusszytometrie 
wurde FACSCalibur (BD) in Verbindung mit der CellquestPro Software (BD) 
genutzt. Die Detektion regulatorischer T-Zellen im peripheren Blut erfolgte zum 
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einen über intrazelluläre Markierung des Transkriptionsfaktors Foxp3 (Foxp3 
Staining Set, NatuTec), zum anderen über Markierung des Oberflächenmoleküls 
CD127 in Kombination mit CD25 und CD4 (CD4+CD25highCD127low). Die 
verwendeten Antikörper sind in Tabelle 6 aufgeführt. 
Tabelle 6: Antikörper für FACS-Analyse. 
humanes Antigen Klon Label Quelle 
CD3 UCHT1 Pacific Blue BD Bioscience, Franklin Lakes, USA 
CD3 SK7 AmCyan BD Bioscience, Franklin Lakes, USA 
CD3 SK7 PerCP BD Bioscience, Franklin Lakes, USA 
CD4 SK3 FITC BD Bioscience, Franklin Lakes, USA 
CD4 RPAT4 APC-H7 BD Bioscience, Franklin Lakes, USA 
CD4 13B8.2 APC Immunotech, Vaudreuil-Dorion, CDN 
CD4 13B8.2 PE-Cy5.1 Immunotech, Vaudreuil-Dorion, CDN 
CD5 L17F12 PerCP-Cy5.5 BD Bioscience, Franklin Lakes, USA 
CD8 SK1 PerCP BD Bioscience, Franklin Lakes, USA 
CD9 MEM-61 Pacific Blue Exbio, Vestec, CZ 
CD10 HI10a PE-Cy7 BD Bioscience, Franklin Lakes, USA 
CD16 NKP15 PE-Cy7 BD Bioscience, Franklin Lakes, USA 
CD19 SJ25C1 APC BD Bioscience, Franklin Lakes, USA 
CD19 SJ25C1 AmCyan BD Bioscience, Franklin Lakes, USA 
CD20 L27 APC-H7 BD Bioscience, Franklin Lakes, USA 
CD21 B-ly4 PE BD Bioscience, Franklin Lakes, USA 
CD24 SN3 Pacific Blue Exbio, Vestec, CZ 
CD25 2A3 FITC BD Bioscience, Franklin Lakes, USA 
CD27 M-T271 APC-H7 BD Bioscience, Franklin Lakes, USA 
CD38 HB7 PE BD Bioscience, Franklin Lakes, USA 
CD38 HB7 PE-Cy7 BD Bioscience, Franklin Lakes, USA 
CD45 2D1 APC-H7 BD Bioscience, Franklin Lakes, USA 
CD45 2D1 APC-Cy7 BD Bioscience, Franklin Lakes, USA 
CD45RO UCHL1 PerCP-Cy5.5 BD Bioscience, Franklin Lakes, USA 
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humanes Antigen Klon Label Quelle 
CD46 8E2 PE eBioscience, San Diego, USA 
CD53 HI29 PE BD Bioscience, Franklin Lakes, USA 
CD53 MEM-53 Pacific Blue Exbio, Vestec, CZ 
CD56 NCAM16.2 PE-Cy7 BD Bioscience, Franklin Lakes, USA 
CD62L GREG-56 APC-Cy7 Biozol, Eching, GER 
CD72 J4-117 FITC BD Bioscience, Franklin Lakes, USA 
CD81 JS-81 APC BD Bioscience, Franklin Lakes, USA 
CD82 53H5 FITC eBioscience, San Diego, USA 
CD98hc 5E5 FITC eBioscience, San Diego, USA 
CD99 5F56 PerCP-Cy5.5 Biomol, Hamburg, GER 
CD100 A8 APC BD Bioscience, Franklin Lakes, USA 
CD127 R34.34 PE Immunotech, Vaudreuil-Dorion, CDN 
CD150 A12 PE-Cy7 Biolegend, Uithoorn, NL 
CD180 MHR73-11 Pacific Blue BD Bioscience, Franklin Lakes, USA 
CD258 7-3 APC eBioscience, San Diego, USA 
CD267 1A1-K21-M22 PE BD Bioscience, Franklin Lakes, USA 
CD268 11C1 APC-Cy7 Biozol, Eching, GER 
CD316 1E4 PE-Cy7 BD Bioscience, Franklin Lakes, USA 
CCR10 314305 APC R&D Systems, Wiesbaden, GER 
CCR7 3D12 PE-Cy7 BD Bioscience, Franklin Lakes, USA 
CXCR4 12G5 PE-Cy7 BD Bioscience, Franklin Lakes, USA 
CXCR5 RF8B2 Alexa488 BD Bioscience, Franklin Lakes, USA 
Foxp3 PCH101 PE Natutec, Frankfurt. GER 
IgA - PerCP Dianova, Hamburg, GER 
IgD IA6-2 FITC BD Bioscience, Franklin Lakes, USA 
IgG G18-145 PE BD Bioscience, Franklin Lakes, USA 
IgG G18-145 APC BD Bioscience, Franklin Lakes, USA 
IgM G20-127 FITC BD Bioscience, Franklin Lakes, USA 
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humanes Antigen Klon Label Quelle 
IgM G20-127 APC BD Bioscience, Franklin Lakes, USA 
Kappa Leichtketten A8B5 Pacific Blue Exbio, Vestec, CZ 
 
2.6 3D-Modell 
Die Kristallstruktur (Röntgendiffraktometrie, Auflösung 2.1 Å) des Tumorsuppres-
sors PTEN wurde mit Hilfe des Informationsportals für makromolekulare 
Strukturen (Ablagenummer 1d5r; http://www.rcsb.org/pdb/) gewonnen. Die Daten 
dazu gehen aus einer Arbeit von Lee et al. hervor[17]. Für die Visualisierung des 
katalytischen Zentrums von PTEN, der zwei Domänen sowie der von der PTEN-
Mutation betroffenen Aminosäuren wurde der Swiss-Pdb-Viewer genutzt[68]. 
2.7 Histologische Fotografie und Bildanalyse 
Für histologische Mikroskopie und Fotografie wurde das Keyence BZ-8000 
Fluoreszenzmikroskop und die dazugehörige Software (BZ Viewer, BZ Analyzer 
2.5.1) genutzt. Die Aufnahme erfolgte ohne Ölimmersion mit dem Objektiv 
PlanApo 20x/0,75 (Nikon) in 200-facher Vergrößerung. Aufnahmen in 600-facher 
Vergrößerung wurden mit dem Objektiv PlanApo VC 60x/1,40 oil (Nikon) unter 
Verwendung von Immersionsöl (Olympus) angefertigt. Die Bilder wurden im TIF-
Format mit einer Auflösung von 1360 x 1024 pixel (24 bit Tiefe) gespeichert. Für 
die Aufnahme von histologischen Mehrfarben-Fluoreszenz-Markierungen wurden 
die in Tabelle 7 dargestellten Filter genutzt. 
 Tabelle 7: Filter für Immunfluoreszenz-Mikroskopie. 
Farbstoff Emissionsmaximum Halbwertsbreite 
DAPI 460 nm 50 nm 
FITC 535 nm 50 nm 
Cy5 670 nm 60 nm 
 
Die quantitative Bildanalyse erfolgte an histologischen Aufnahmen in 200-facher 
Vergrößerung. Für die Bildanalyse wurde manuelle Zellzählung mit automatischer 
Zellerkennung kombiniert. Die Bestimmung der Anzahl positiver Zellen innerhalb 
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eines immunhistochemisch markierten Gewebes sowie Assoziationsbestim-
mungen zwischen unterschiedlichen histologischen Markern wurden stets manuell 
durchgeführt. Dafür wurde die Software SigmaScan Pro 5 genutzt (Abbildung 3). 
Die Bestimmung der Gesamtzellzahl erfolgte automatisch mit Hilfe der open-
source Software CellProfiler (GNU Public Licence, Broad Institute of MIT and 
Harvard). Die in Händel et al. beschriebene Methode wurde für die Auswertung 
von Zellkernen modifiziert[69].  
 
Abbildung 3: Manuelle und automatische Bildanalyse. A) Immunhistologische Färbungen 
wurden in 200-facher Vergrößerung aufgenommen. B) Die Zellzahlbestimmung von beispielsweise 
Ki-67+ Zellen (gelbe Punkte) im Kolon erfolgte manuell. C) Um die automatische Auswertung zu 
ermöglichen, musste das Originalbild mittels Photoshop invertiert und Informationen des Rot- und 
Grün-Kanals gelöscht werden. D) Die Bestimmung der Gesamtzellzahl mit Hilfe der Software 
CellProfiler. Ergebnisse der automatischen Zellzahlbestimmung wurden durch manuelle 
Auswertung (B, rote Punkte) validiert. 
Für die Objekterkennung wurde ein minimaler Objektdurchmesser von 10 pixel 
und ein maximaler Objektdurchmesser von 50 pixel als Schwellenwert festgesetzt. 
Die Grenzwerte wurden durch vergleichende Messungen aus manueller und 
automatischer Zählung empirisch bestimmt. Um immunhistologische Einzelfär-
bungen mit Hilfe des CellProfiler-Moduls „IdentifyPrimaryObjekt“ automatisch 
auswerten zu können, war es notwendig, die Originalbilder zu konvertieren. Dazu 
wurden die Bilder in Photoshop 7.0 geladen und die Bildinformationen des Rot- 
und Grünkanals gelöscht. Der Blau-Kanal wurde invertiert und das Input-Level 
angepasst (60; 1,12; 255), um die Bildinformation der Zellkerne klar vom 
Bindegewebe zu trennen (Abbildung 3). 
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2.8 In vitro Apoptose-Assay  
Ein Apoptose-Assay von T-Zellblasten aus dem peripheren Blut des Patienten 
R130Q wurde vom Institut für Immunologie der Universität Freiburg durchgeführt. 
Ausführungen zu der verwendeten Methode finden sich in Rensing-Ehl et al. 
2010[70]. Die Bestimmung der Apoptoseinduktion von T-Zellen in vitro wurde zum 
einen über direkte Stimulation von FAS und zum anderen über IL-2-Entzug 
realisiert. Dabei wurden mononukleäre Zellen des peripheren Blutes initial für drei 
bis fünf Tage mit Phytohämagglutinin (1,25 (g/ml) und IL-2 (100 U/ml) und danach 
zwei bis fünf Tage allein mit IL-2 (100 U/ml) stimuliert. Die daraus gewonnenen 
T-Zellblasten wurden gewaschen und anschließend mit fünf aufsteigenden 
Konzentrationen von rekombinantem humanem CD95L und enhancer (Alexis 
Biochemicals, Schweiz) für 24 Stunden inkubiert. Nach Anfärben mit Annexin V 
(AV) und Propidiumiodid (PI) wurde die Zahl apoptotischer Zellen mittels FACS 




% AV "PI negativer Zellen nach Inkubation mit 100 ng CD95L / ml
% AV "PI negativer Zellen nach Inkubation mit Medium
•100  





3.1 Klinische Patientencharakterisierung 
3.1.1 Patient R130Q 
Der Verdacht auf das Vorliegen eines Bannayan-Riley-Ruvalcaba Syndroms 
wurde bei Patient R130Q im Alter von zwei Jahren geäußert. Im Alter von 13 
Jahren bestätigte der Nachweis einer Missense-Mutation im PTEN-Gen die 
Diagnose BRRS. Die Mutation R130Q ist direkt im katalytischen Zentrum der 
PTEN-Phosphatase lokalisiert. Bei den Eltern konnte keine Mutation 
nachgewiesen werden, was eine de novo Mutation wahrscheinlich macht.  
Geburtsgewicht (3600 g) und -größe (54 cm) des Patienten waren im 
Normbereich. Bis zu seinem sechsten Lebensjahr lagen Körpergröße und -gewicht 
im unteren Normbereich, verlagerten sich im weiteren Verlauf in normal hohe 
Werte. Schon bei der Geburt fiel eine leichte Makrozephalie mit einem 
Kopfumfang von 39,5 cm über der 97. Perzentile auf. In den ersten 
Lebensmonaten wurden eine muskuläre Hypotonie, Trinkschwäche sowie eine 
verzögerte psychomotorische Entwicklung beobachtet. Dabei fiel eine verlängerte 
Entwicklungsdauer für Sitzen, Stehen und Laufen auf. Der Patient erlernte 
Fahrradfahren mit elf Jahren und zeigte durchschnittliche schulische Leistungen.  
Aufgrund der Assoziation von BRRS mit intestinaler Polyposis wurde im Alter von 
13 Jahren eine Endoskopie durchgeführt. Dabei zeigte sich im oberen 
Gastrointestinaltrakt eine lymphatische Hyperplasie des Magens und des 
Duodenums ohne Nachweis von Helicobacter pylori. Es wurde eine regenerative 
epitheliale Hyperplasie sowie eine niedriggradig chronische, zum Teil fokal floride 
Entzündung des Duodenums gefunden. Die Koloskopie zeigte eine ausgeprägte 
noduläre Hyperplasie der Schleimhaut des terminalen Ileums einschließlich 
Bauhin’scher Klappe, des Zökums, des Colon ascendens sowie Rektums. 
Histologisch zeigten sich keine Adenome, jedoch wurde eine massive 
lymphofollikuläre Hyperplasie beschrieben. Der Dünndarm wurde mit Hilfe einer 
Kapsel-Endoskopie (Given Images®) untersucht und Lymphangiektasien, aphtoide 
Läsionen, Fibrinplaques, ödematöse Zotten und noduläre lymphatische Hyper-
plasien beschrieben (Abbildung 4).  
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Eine im Alter von 17 Jahren durchgeführte Kontrollendoskopie zeigte ein 
unverändertes Vorhandensein von lymphoiden Hyperplasien ohne malignitäts-
verdächtige Veränderungen der Mukosa (Abbildung 5). 
 
Abbildung 4: Klinische Charakterisierung Patient R130Q. A) Schädel-MRT mit zwei 
Arachnoidalzysten. B) fehlgeformte große Zehe des linken Fußes. C) Verlaufskurve des 
Kopfumfanges. D & E) Kapselendoskopie des terminalen Ileums mit Lymphangiektasien  und 
nodulärer Hyperplasie. F & G) Chromendoskopie des Kolons mit Indigocarmin und Nativaufnahme 
mit nodulärer lymphoider Hyperplasie.  
Es entwickelten sich zahlreiche hamartöse Veränderungen, darunter ein Lipom auf 
Höhe der linken vorderen Axillarlinie und zwei Lipome auf dem Rücken. Des 
Weiteren kam es zum Auftreten eines lipomatösen Hämangioms am 
Oberschenkel, mehreren Teleangiektasien der Haut und ein zwei Millimeter 
großes Hämangiom im Bereich des oberen Rückens. Zwischen dem ersten und 
elften Lebensjahr wurden mehrere MRT-Untersuchungen durchgeführt, die das 
Vorhandensein von zwei größenkonstanten Arachnoidalzysten aufzeigten. Es 
wurde ein Pigmentfleck auf der Glans penis sowie breite Daumen und beidseits 





Abbildung 5: Histologie zu Patient R130Q. A) H&E-Färbung einer Biopsie des terminalen Ileums 
mit massiver lymphoider Hyperplasie, welche ein großes Keimzentrum beinhaltet (Übersichts-
aufnahme). B) H&E-Färbung einer Biopsie des Kolons mit lymphoider Hyperplasie in 
polypenartiger Konfiguration (Übersichtsaufnahme). C) H&E-Färbung einer Biopsie des Kolons mit 
lymphoider Hyperplasie (OV 100x). Maßstab = 50 (m. 
3.1.2  Patient Del E2-9 
Bei dem vier Jahre alten männlichen Patienten besteht eine von Exon 2 bis 9 
reichende Deletion des PTEN-Gens, welche im Alter von dreieinhalb Jahren 
mittels MLPA-Analyse nachgewiesen werden konnte. Das klinische Bild des 
Patienten ist charakterisiert durch eine massive abdominelle Lipomatose, 
Thymushyperplasie und intestinale lymphoide Hyperplasie.  
Die Geburt des Patienten erfolgte in der 39. Schwangerschaftswoche nach 
unkompliziertem Schwangerschaftsverlauf. Geburtsgewicht (3900 g) und -größe 
(55 cm) des Patienten lagen im Normbereich. Seit dem zweiten Lebensmonat 
bestand eine anhaltende Rhinitis. Im Alter von sechs Monaten entwickelte der 
Patient eine schwere Dyspnoe. Ursächlich zeigte sich eine ausgeprägte 
Tonsillenhypertrophie. In der Computertomographie des Thorax und Abdomens 
wurde zudem eine massive Thymushyperplasie nachgewiesen. Die Histologische 
Aufarbeitung nach rechtsseitiger Tonsillektomie und Adenoidektomie zeigte eine 
ausgeprägte follikuläre lymphoide Hyperplasie. Eine Probeentnahme des Thymus 
ergab histologisch ebenfalls eine lymphoide Hyperplasie der Rinde. Ein Anhalt für 
Malignität bestand nicht. Die zum Ausschluss eines malignen Prozesses 
durchgeführte Knochenmarksstanze war unauffällig.  
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Abdomensonografisch wurde eine Lymphadenitis mesenterialis und eine 
lymphofollikuläre Hyperplasie im terminalen Ileum dokumentiert. Im Alter von drei 
Jahren und neun Monaten erfolgte zum Ausschluss eines MALT-Lymphoms eine 
Endoskopie des oberen und unteren Gastrointestinaltraktes. Dabei zeigten sich im 
Magen und Duodenum multiple, zwei bis vier Millimeter große, Polypenknospen, 
die histologisch einer lymphoiden Hyperplasie entsprachen. Außerdem zeigte sich 
eine leichte chronische Entzündung der Duodenal- und Magenschleimhaut. 
Helicobacter pylori konnte nicht nachgewiesen werden. In Kolon und Rektum fand 
sich ebenfalls eine massive noduläre Hyperplasie mit mehr als 50 breitbasigen 
Polypenknospen mit einem Durchmesser von bis zu vier Millimeter (Abbildung 6). 
Histologisch ergab sich kein Anhalt für Malignität im Sinne eines Lymphoms. 
Jedoch wurden Epithelveränderungen, die auf ein beginnendes hamartöses 
Geschehen hinweisen könnten, beschrieben. 
 
Abbildung 6: Klinische Charakterisierung Patient Del E2-9. A) MRT mit Thymushyperplasie 
(T = Thymus). B-D) Endoskopie des oberen und unteren Gastrointestinaltraktes mit lymphoider 
Hyperplasie. E) H&E-Färbung einer Duodenalbiopsie mit lymphoider Hyperplasie (OV 100x). 
F) H&E-Färbung einer Kolonbiopsie mit lymphoider Hyperplasie des MALT (OV 100x). 
G) Verlaufskurven von Körperlänge (KL) und Körpergewicht (KG) im Vergleich zu den Perzentilen 




3.1.3 Patient Y178X 
Bei dem 39-jährigen männlichen Patient wurde aufgrund klinischer Befunde die 
Diagnose Cowden Syndrom gestellt. Der Patient trägt eine Keimbahnmutation im 
PTEN-Gen, wobei ein Nukleotidaustausch c.534T>G zum Auftreten eines 
Stopcodons bei Tyrosin 178 (Y178X) führt.  
Bei einer im Alter von 23 Jahren durchgeführten Endoskopie zeigten sich 
ausgedehnte lymphoretikuläre Hyperplasien in Magen, Duodenum, terminalen 
Ileum, Kolon sowie Rektum. Außerdem wurde ein tubulovillöses Sigmaadenom 
abgetragen. Im Alter von 39 Jahren wurde der Patient wegen wässriger Diarrhö 
mit Blutbeimengungen und einem Gewichtsverlust von 20 kg innerhalb von zwei 
Jahren vorstellig. Die zum Ausschluss eines MALT-Lymphoms durchgeführte 
Koloskopie zeigte histologisch solitäre hyperplastische Lymphfollikel des 
terminalen Ileums sowie hyperplastische Rektumschleimhaut mit uncharakterist-
ischer Entzündung. Gastroskopisch fanden sich multiple, polypöse Läsionen im 
Korpus und Antrum, die histologisch als foveoläre und lymphoide Hyperplasien 
charakterisiert wurden (Abb. 7). In einer späteren Kontrollgastroskopie zeigten 
sich erneut weit über hundert bis zu fünf Millimeter messende Schleimhautpolypen 
des Magens sowie des absteigenden Teils des Duodenums. Helicobacter pylori 
wurde nicht nachgewiesen. Endoskopisch wurde ein kleines tubuläres Adenom 
des Rektums entfernt sowie fokal fibröse Schleimhauthyperplasien beschrieben. 
Im Bereich der Gingiva des rechten Oberkiefers wurden pflastersteinartige, 
weißlich-papillomatöse zwei Millimeter messende Läsionen beschrieben, die sich 
histologisch als papillomatöse Schleimhauthyperplasien darstellten. Immunolo-
gisch fiel eine relative Hypogammaglobulinämie (5,78 g/l) auf. 
Zusätzlich zu den gastroenterologischen Befunden fiel bei dem Patienten im Alter 
von 23 Jahren eine Struma des linken Schilddrüsenlappens auf, welche mittels 
subtotaler Thyreoidektomie chirurgisch versorgt wurde. Im Verlauf entwickelte der 
Patient ein follikuläres Schilddrüsenkarzinom innerhalb des noch vorhandenen 
rechten Schilddrüsenlappens.  
Des Weiteren wurden multiple Dermatofibrome, fibröse Histiozytome und 
Nävuszellnävi im Stammbereich beschrieben, die über einen Zeitraum von zehn 
Jahren mehrfach exzidiert wurden. Im Rahmen weiterer Diagnostik fiel eine 
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temperobasale Arachnoidalzyste auf. In der Familienanamnese des Patienten sind 
keine weiteren Fälle von Cowden Syndrom beschrieben.  
 
Abbildung 7: Histologie zu Patient Y178X. A) H&E-Färbung einer Magenbiopsie mit lymphoider 
Hyperplasie. B) Immunhistochemische Färbung des Proliferationsmarkers Ki-67 an einer 
Magenbiopsie visualisiert mittels DAB (braun). C) H&E-Färbung einer Magenbiopsie mit lym-
phoider Hyperplasie. D) Immunhistochemische Färbung von Foxp3 an einer Magenbiopsie. E) 
H&E-Färbung einer Kolonbiopsie. Maßstab = 50(m.   
3.1.4 Patient c.334C>G 
Die 56-jährige Patientin trägt eine heterozygote Keimbahnmutation im PTEN-Gen. 
Der vorhandene Nukleotidaustausch c.334C>G induziert eine Splice-Donor-Site 
innerhalb von Exon 5. Dies hat die Expression eines abweichenden Transkriptes 
zur Folge, das mit Kodon 112-162 korrespondiert. Klinisch besteht bei der 
Patientin ein Cowden Syndrom. 
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In einer im Alter von 54 Jahren durchgeführten Koloskopie wurden multiple 
mukosale Polypen gefunden, die sich histologisch als hamartöse oder unspezi-
fische inflammatorische Polypen darstellten (Abbildung 8). Es fand sich kein 
Anhalt für Malignität. Die Gastroduodenoskopie zeigte keine Auffälligkeiten.  
 
Abbildung 8: Histologie zu Patient c.334C>G. A) Übersichtsaufnahme einer H&E-Färbung an 
einer Biopsie des Kolons mit Hyperplasie des lymphoiden Gewebes. B) Kolonkrypten C-E) H&E-
Färbung an Kolonbiopsien in 200-facher Vergrößerung. Maßstab = 50(m.  
 
Im Alter von 25 Jahren wurden bei der Patientin erstmalig fibrozystische Läsionen 
der Brust beidseits beschrieben. Im weiteren Verlauf wurde bei der Patientin auf 
Grund von Malignitätsverdacht eine Mastektomie mit axillärer Lymphadenektomie 
links durchgeführt. Histologisch bestätigte sich ein duktales Mammakarzinom. 
Biopsien der rechten Mamma bestätigten ebenfalls das Vorhandensein eines 
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ausgedehnten duktalen Carcinoma in situ. Im Zeitraum von 20 Jahren musste sich 
die Patientin mehrfach weiteren chirurgischen Eingriffen unterziehen, darunter 
Strumektomie, Entfernung einer Ovarialzyste und Hysterektomie.  
Seit dem 30. Lebensjahr bestanden bei der Patientin multiple papulöse 
Veränderungen der Haut sowie eine Papillomatose der Mundhöhle. Im Alter von 
54 Jahren kam es zu einer Vermehrung und Vergrößerung dieser Hautläsionen. 
Es wurden multiple kuppelförmige zentrofaziale Papeln sowie eine Papulomatose 
der Lippen und oralen Schleimhaut beschrieben. Histologisch stellten sich diese 
als unspezifische benigne Akanthome beziehungsweise gutartige Fibrome dar. 
Zusätzlich wurden fibrovaskuläre Hamartome in den intertriginösen Bereichen 
sowie eine Acanthosis nigricans der Axilla beschrieben. Im Alter von 56 Jahren 
entwickelte sich ein superfiziell spreitendes Melanom der Haut (Clark Level III). 
Zwei weitere abgegrenzte Melanome in situ im Bereich des Rückens wurden 
chirurgisch exzidiert. 
3.1.5 Patient 5 
Aufgrund gastraler Beschwerden und einer bekannter Kolonpolyposis des Vaters 
und eines Morbus Crohn der Mutter erfolgte im Alter von 15 Jahren eine 
engmaschige endoskopische Untersuchung der Patientin. Dabei zeigte sich 
gastroskopisch eine ausgedehnte Polyposis des Magens. In diesem 
Zusammenhang wurden auch periaurikuläre Zysten sowie das Vorliegen von 
benignen Zysten der Brust und Niere beschrieben und der Verdacht auf ein 
Cowden Syndrom gestellt.    
Bei einer im 26. Lebensjahr durchgeführten Gastroduodenoskopie wurde ein 
sieben Zentimeter breiter Polyp im Korpusbereich, welcher histologisch 
geringgradige Dysplasien aufwies, reseziert. Weiterhin wurde eine polypös 
veränderte hyperplastische gastrale Schleimhaut, mit zystisch erweiterten 
Foveolen und geringer chronischer aktiver Entzündung ohne Nachweis von 
Helicobacter pylori beschrieben. Eine Kapselendoskopie konnte bei guter 
Beurteilbarkeit keine Dünndarmpolypen nachweisen. 
Im Alter von 28 Jahren wurde bei der Patientin eine 4/5-Gastrektomie 
durchgeführt. Im Gastrektomiepräparat fanden sich multiple hamartöse Polypen 
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sowie ein drei Zentimeter messender hamartöser Polyp und eine niedriggradige 
Dysplasie im Corpus- und Fundusbereich (Abbildung 9). Die Duodenalschleimhaut 
stellte sich regelrecht dar. Das Omentum majus und auch die paragastralen 
Lymphknoten zeigten keinen Tumorbefall. Genetische Untersuchungen wurden für 
die Gene SMAD4 und BMPR1a zum Nachweis einer familiären juvenilen 
Polyposis durchgeführt. Dabei konnten keine Mutationen in diesen Genen 
nachgewiesen werden. Das Mutations-Screening für PTEN zeigte ebenfalls keine 
Mutationen. 
 
Abbildung 9: Histologie zu Patient 5. A) Übersichtsaufnahme einer H&E-Färbung des in B) 
endoskopisch dargestellten ca. sieben Zentimeter messenden hamartösen Polypen des Magens. 
C) H&E-Färbung eines mesenterialen Lymphknotens. Maßstab = 50 (m. 
3.1.6 Patient 6 
Bei dem elf Jahre alten männlichen Patienten wurde im Säuglingsalter ein 
Hydrozephalus internus festgestellt. Zudem besteht eine Arnold-Chiari-
Malformation bei Kleinhirntonsillentiefstand. Im Alter von acht Jahren fiel der 
Patient zusätzlich durch blutige und schleimige Stühle auf. Eine Koloskopie zeigte 
multiple juvenile Kolonschleimhautpolypen mit fokal kappenförmiger erosiver 
Entzündung und follikulärer lymphoider Hyperplasie (Abbildung 10). Die zur 
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Abklärung einer juvenilen Polyposis coli durchgeführte Genanalyse von SMAD4  
und BMPR1a erbrachte keinen Mutationsnachweis. 
Der Patient ist klinisch durch eine Makrozephalie, Entwicklungsretardierung, 
Ohrmuscheldysplasie und eine pigmentierte Glans penis charakterisiert. Es 
wurden deutlich vermehrte pigmentierte Nävi im Bereich des Gesichtes und 
Stammes beschrieben. Zudem zeigte die Mundschleimhaut erosive Veränder-
ungen. Im äußeren Gehörgang wurden polypöse Veränderungen beschrieben, die 
zum Teil chirurgisch entfernt wurden.  
 
Abbildung 10: Histologie zu Patient 6. A) H&E-Färbung einer Kolonbiopsie mit lymphoider 
Hyperplasie und ausgedehntem Keimzentrum. B) Immunhistochemische Färbung des Proliferations-
markers Ki-67 an einer Kolonbiopsie visualisiert mittels DAB (braun). C-E) H&E-Färbung einer 
Kolonbiopsie in 200-facher Vergrößerung. Maßstab = 50 (m. 
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In der Familienanamnese finden sich mütterlicherseits Erkrankungen der Schild-
drüse, darunter ein Schilddrüsenkarzinom der Großmutter. Bei keinem weiteren 
Familienmitglied ist ein Hydrozephalus oder eine Polyposis coli bekannt. Die zur 
Abklärung eines PTEN-Hamartoma-Tumor-Syndroms durchgeführte Mutations-
analyse von PTEN inklusive der Exon/Intron-Übergänge und eine MLPA-Analyse 
konnten keine Veränderungen im PTEN-Gen aufzeigen.   
3.1.7 Intestinale lymphoide Hyperplasie bei Patienten mit PHTS 
Lymphoide Hyperplasien konnten bei fünf von den oben genannten sechs 
Patienten innerhalb der vorhandenen intestinalen Proben gefunden werden und 
betrafen sowohl Magen, Duodenum, terminales Ileum und Kolon. Bei drei 
Patienten mit PTEN-Mutation (R130Q, Del E2-9, Y178X) konnten lymphoide 
Hyperplasien sowohl im oberen als auch im unteren Gastrointestinaltrakt 
histologisch nachgewiesen werden. Dabei handelte es sich bei Patient R130Q und 
Patient Del E2-9 um ausgedehnte lymphoide Hyperplasien des gesamten 
Gastrointestinaltraktes. Diese stellten sich bei endoskopischen Untersuchungen 
als noduläre, zum Teil polypenartige Hyperplasien dar. Bei Patient 5 mit den 
klinischen Merkmalen eines Cowden Syndroms bei negativem PTEN-Status 
konnte keine intestinale lymphoide Hyperplasie nachgewiesen werden, da nur ein 
Resektat eines hamartösen Polypen des Magens vorlag. Insgesamt deuten diese 
Ergebnisse aber darauf hin, dass lymphoide Hyperplasien deutlich häufiger als 
bisher vermutet bei Menschen mit PTEN-assoziierten Syndromen zu finden sind.  
3.2 Proliferation 
3.2.1 Normale Proliferationsrate im mukosa-assoziierten lymphoiden 
Gewebe bei PHTS-Patienten   
Die Phosphatase PTEN ist ein negativer Regulator im PI3K/Akt-Signalweg. Dieser 
Signalweg ist involviert in Zellzykluskontrolle und vermittelt über den mTOR-Pfad 
proliferative Effekte. Es sollte untersucht werden, ob ein Aktivitätsverlust von 
PTEN bei PHTS-Patienten zu einer gesteigerten Proliferationsrate im mukosa-
assoziierten lymphoiden Gewebe führt. Damit sollte zudem geklärt werden, ob 
eine mögliche Ursache für die Entstehung von lymphoiden Hyperplasien in einer 
vermehrten Proliferation in situ zu finden ist. 
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Zur in situ Bestimmung der Proliferationsrate des intestinalen lymphoiden 
Gewebes wurden paraffineingebettete Proben von sechs Patienten mit dem 
Proliferationsmarker Ki-67 immunhistochemisch markiert. Es wurde der 
prozentuale Anteil Ki-67+ lymphatischer Zellen an der Gesamtzahl mononukleärer 
lymphatischer Zellen außerhalb des Keimzentrums ermittelt. Als gesundes 
Kontrollgewebe diente Appendix vermiformis mit milden entzündlichen Verände-
rungen von sechs Probanden.  
 
Abbildung 11: Normale Proliferationsrate innerhalb lymphatischer Hyperplasien bei 
Patienten mit PHTS. A & B) Immunhistochemischer Nachweis des Proliferationsmarkers Ki-67 
mittels DAB an Kontrollgewebe und einer Kolonbiopsie des Patienten R130Q. C) Normale 
Häufigkeit Ki-67+ Lymphozyten innerhalb der lymphatischen Hyperplasie bei PHTS-Patienten im 
Vergleich mit Kontrollgewebe (Appendix vermiformis) bezogen auf die Gesamtzellzahl außerhalb 
des Keimzentrums. Maßstab = 50(m, E = Epithel. PTEN-Mutation = schwarz, klinisches 
PHTS/PTEN-Status nicht bestätigt  = grau.  
Die Bestimmung von Ki-67+ Zellen innerhalb des mukosa-assoziierten lymphoiden 
Gewebes bei PHTS-Patienten ergab eine mittlere Proliferationsrate von 
4,9 ± 1,8 % (± S.D.). Die mittlere Proliferationsrate lymphoider Zellen bei gesun-
dem Appendixgewebe betrug 5,2 ± 1,2 % (± S.D.). Damit zeigte sich, dass die 
Zahl proliferierender Ki-67+ Zellen außerhalb des Keimzentrums im lymphoiden 
Gewebe von PHTS-Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen nicht erhöht 
war (Abbildung 11).  
3.2.2 Erhöhte Proliferation CD10+ B-Zellen des Keimzentrums ist 
assoziiert mit gesteigerter Aktivierung von mTOR bei PHTS  
Die initialen Untersuchungen zur Proliferation zeigten kein vermehrtes 
Vorkommen Ki-67+ lymphoider Zellen außerhalb des Keimzentrums. Es fiel jedoch 
auf, dass die Keimzentren bei PHTS-Patienten zum Teil eine sehr kompakte 
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Zellstruktur mit hoher Expression von Ki-67 aufwiesen. Um den genauen Anteil 
proliferierender B-Zellen des Keimzentrums in situ zu bestimmen wurde der 
Proliferationsmarker Ki-67 gemeinsam mit CD10 verwendet. CD10 ist ein Marker, 
der vor allem von naiven B-Zellen des Keimzentrums exprimiert wird. Die 
Analysen bestätigten, dass der Anteil von CD10+Ki-67+ Zellen an CD10+ Zellen mit 
59,9 ± 5,6 % (± S.D.) bei PHTS-Patienten gegenüber gesunder Kontrollen erhöht 
war (Abbildung 12). Bei Kontrollproben (Appendix vermiformis, n = 6) lag der 
Anteil CD10+Ki-67+ Zellen an CD10+ Zellen bei  48,1 ± 6,1 % (± S.D.). 
 
Abbildung 12: Gesteigerte Proliferationsrate von CD10+ B-Zellen des Keimzentrums ist 
assoziiert mit vermehrter Aktivierung des mTOR-Pfades. A & B) Mehrfarben-Fluoreszenz-
Mikroskopie des Proliferationsmarkers Ki-67 und CD10 an Kontrollgewebe und einer 
Dünndarmbiopsie des Patienten R130Q. C) Vermehrte Häufigkeit von Ki-67+CD10+ Keimzentrums-
B-Zellen bei PHTS-Patienten im Vergleich mit Kontrollgewebe (Appendix vermiformis). D & E) 
Nachweis eines aktivierten mTOR-Pfades mittels p(Ser235/236)-S6  und CD10  an Kontrollgewebe 
und einer Dünndarmbiopsie des Patienten R130Q. F) Zweifach erhöhte Rate von pS6 an 
CD10+ B-Zellen. Maßstab = 50(m, PTEN-Mutation = schwarz, klinisches PHTS/PTEN-Status nicht 
bestätigt  = grau.  
Proliferative Effekte werden innerhalb des PI3K/AKT-Signalweges über den 
mTOR-Pfad vermittelt. Es sollte untersucht werden, ob der gesteigerten Prolifera-
tionsrate von CD10+ Keimzentrums-B-Zellen bei PHTS-Patienten eine verstärkte 
Aktivierung des mTOR-Pfades zu Grunde liegt. Das ribosomale Protein S6 (S6) 
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liegt bei einer Aktivierung des mTOR-Pfades in phosphorylierter Form vor (pS6). 
Zum immunhistochemischen Nachweis von pS6 wurde ein monoklonaler Antikör-
per (anti-p(Ser235/236)-S6 ribosomales Protein; Klon: D57.2.2E) genutzt, welcher 
einen phosphatspezifischen Nachweis ermöglicht. Zum immunhistochemischen 
Nachweis eines aktiven mTOR-Signalweges und B-Zellen des Keimzentrums 
wurden die Marker p(Ser235/236)-S6 und CD10+ kombiniert (Abbildung 12). 
Der Anteil von pS6+CD10+ Zellen an CD10+ B-Zellen war bei PHTS-Patienten 
(n = 4) im Vergleich zur Kontrolle zweifach erhöht. 32,8 ± 4,3 % (± S.D.) der 
CD10+ B-Zellen waren mit einem aktivierten mTOR-Pfad assoziiert. Die Rate von 
pS6+CD10+ Zellen zu CD10+ Zellen im Appendixgewebe (n = 5) betrug dem 
gegenüber 16,6 ± 2,8 % (± S.D.). Dies lässt vermuten, dass die gesteigerte 
Proliferationsrate bei CD10+ Zellen bei PHTS-Patienten mit einer vermehrten 
Aktivierung des mTOR-Pfades einhergeht.  
3.2.3 Lymphozytenproliferation in vitro  
Weiterhin sollte untersucht werden, ob sich unter Stimulation in vitro ein gestörtes 
proliferatives Verhalten von mononukleären Zellen des peripheren Blutes (PBMC) 
nachweisen lässt. Dazu wurde die Proliferationsfähigkeit von PBMCs von zwei 
PHTS-Patienten (R130Q, Del E2-9) mittels Stimulation durch anti-CD3, 
Phytohämagglutinin bzw. anti-CD28 in Kombination mit anti-CD3 in vitro getestet. 
Die gemessene Radioaktivität des eingebauten [3H]Thymidins der stimulierten 
Zellansätze wurde auf den jeweiligen unstimulierten Kontrollansatz normalisiert 
(Stimulationsindex).  
 
Abbildung 13. Stimulationsfähigkeit von Lymphozyten in vitro bei Patient R130Q und Patient 
Del E2-9. Nach 52 h Stimulation mit anti-CD3 (Klon: OKT3), Phytohämagglutinin oder anti-CD3 
plus anti-CD28 (Klon: CD28.2) zeigten sich leicht erhöhte Stimulationsindices bei Patient R130Q 
(A) und Patient Del E2-9 (B) im Vergleich zu jeweils einer Gesundkontrolle. Die Werte wurden auf 
den unstimulierten Zellansatz normalisiert. 
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3.2.4 Normale Häufigkeit regulatorischer T-Zellen in situ und im 
peripheren Blut bei PHTS 
Im Mausmodell für PTEN-Knockout existieren Hinweise für eine veränderte 
Proliferation in T-Zell-Subpopulationen. Insbesondere wurden Veränderungen in 
der Homöostase von CD25+Foxp3+ regulatorischen T-Zellen beschrieben. 
Deshalb sollten in dieser Arbeit Foxp3+ Zellen bei PHTS-Patienten genauer 
untersucht werden.  
Es sollte geklärt werden, ob Foxp3+ regulatorische T-Zellen bei Patienten mit 
PTEN-Defizienz eine vermehrte Häufigkeit aufweisen. Dafür wurde die Zahl der 
Foxp3+ Zellen im intestinalen lymphoiden Gewebe in situ bestimmt. Ergänzend 
wurde mittels FACS-Analyse der Anteil regulatorischer T-Zellen im peripheren Blut 
von zwei Patienten (R130Q, Del E2-9) ermittelt. 
Mit Hilfe von Mehrfarben-Fluoreszenz-Mikroskopie wurde der relative Anteil von 
Foxp3+  regulatorischen T-Zellen an sechs PHTS-Patienten sowie sechs 
gesunden Probanden (Appendix vermiformis) untersucht. Dafür wurden in Paraffin 
eingebettete Gewebeschnitte immunhistochemisch auf den Transkriptionsfaktor 
Foxp3 und den T-Zell-Marker CD3 gefärbt.  
 
Abbildung 14: Normale Verteilung CD3+Foxp3+ regulatorischer T-Zellen in lymphoiden 
Hyperplasien von PHTS-Patienten. A) Mehrfarben-Fluoreszenz-Mikroskopie des Transkriptions-
faktors Foxp3 und dem T-Zell-Marker CD3 an einer Kolonbiopsie von Patient R130Q. B) Immun-
fluoreszenz von Foxp3 und CD3 in 600-facher Vergrößerung. C) Normale Häufigkeit Foxp3+ Lym-
phozyten von CD3+ Zellen innerhalb lymphoider Hyperplasien bei PHTS-Patienten im Vergleich zu 
Kontrollgewebe (Appendix vermiformis, n=6). Maßstab = 50(m, PTEN-Mutation = schwarz, 
klinisches PHTS/PTEN-Status nicht bestätigt = grau.  
Im Patienten- und Kontrollgewebe waren Foxp3+ regulatorische T-Zellen 
hauptsächlich in der T-Zell-Zone von Sekundärfollikeln und innerhalb lymphoider 
Hyperplasien lokalisiert (Abbildung 14). Dabei lag der mittlere Anteil Foxp3+ Zellen, 
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bezogen auf die Gesamtzellzahl in Patientenproben, bei 2,8 ± 0,9 % (± S.D.) und 
bei 4,5 ± 2,1 % (± S.D.) in Kontrollgewebe. Der Anteil der Foxp3+ Zellen an der 
Gesamtzellzahl war im Patientengewebe dementsprechend nicht erhöht. Der 
Anteil Foxp3+ regulatorischer T-Zellen an CD3+ Zellen wurde in Patientenproben 
mit 9,1 ± 3,4 % (± S.D.) bestimmt (Abbildung 14C). In der T-Zell-Zone von 
Kontrollgewebe zeigte sich ein mittlerer Anteil von 10,5 ± 5,1 % (± S.D.). Somit 
konnte kein Unterschied in der Häufigkeit von Foxp3+ regulatorischen T-Zellen 
nachgewiesen werden. 
Mit Hilfe von FACS-Analyse wurde der Anteil regulatorischer T-Zellen im periphe-
ren Blut an zwei Patienten (R130Q, Del E2-9) untersucht. Die Detektion erfolgte 
zum einen über Markierung des Oberflächenmoleküls CD127 zum anderen über 
intrazelluläre Markierung des Transkriptionsfaktors Foxp3 in Kombination mit 
CD25 und CD4 (Abbildung 15). 
Es zeigte sich ein Anteil von 19,4 % CD3+CD4+ T-Lymphozyten im peripheren Blut 
des Patienten R130Q. Davon waren 8,89 % CD4+CD25highCD127low regulatorische 
T-Zellen. Bei Patient Del E2-9 lag der Anteil von CD3+CD4+ T-Lymphozyten bei 
37,3 % mit einem Anteil von 8,77 % CD4+CD25highCD127low Zellen. Bei der 
gesunden Tageskontrolle wurden 20,9 % CD3+CD4+ T-Zellen detektiert, wovon 
CD4+CD25highCD127low T-Zellen mit 5,5 % bestimmt wurden. Der Anteil 
CD4+Foxp3+ regulatorischer T-Zellen an CD3+CD4+ Zellen lag bei Patient R130Q 
bei 7,0 %. Dementsprechend zeigte sich, verglichen mit den Beobachtungen im 
intestinalen Gewebe, auch im peripheren Blut eine normale Verteilung regulato-
rischer T-Zellen bei PHTS-Patienten. 
3.2.5 Erhöhte in situ Proliferation Foxp3+ regulatorischer T-Zellen bei 
PHTS 
Im Mausmodell für Treg-spezifischen PTEN-Knockout wurde eine vermehrte 
Proliferation unter IL-2 Stimulation in vitro beschrieben. Zudem gibt es Hinweise, 
dass PTEN in murinen CD4+CD25+Foxp3+ Zellen verstärkt exprimiert wird. Aus 
diesem Grund sollte untersucht werden, ob im intestinalen Gewebe von PHTS-
Patienten eine erhöhte Proliferationsrate von Foxp3+ regulatorischen T-Zellen zu 




Abbildung 15: Detektion regulatorischer T-Zellen im peripheren Blut mittels FACS. Mit Hilfe 
der Oberflächenmarker CD3, CD4, CD25 und CD127 sowie des intrazellulären Markers Foxp3 
wurde durchflusszytometrisch der Anteil regulatorischer T-Zellen bestimmt. Entsprechende Isotypen-
kontrollen wurden als Kontrolle genutzt. Es sind FACS-Plots vom BRRS-Patienten R130Q (Mitte), 
der gesunden Tageskontrolle (rechts) sowie den Isotypenkontrollen (links) gegenübergestellt.  
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Mit Hilfe von Mehrfarben-Fluoreszenz-Mikroskopie wurde die Proliferation von 
Foxp3+ regulatorischen T-Zellen an sechs Patienten untersucht und mit gesunden 
Probanden (Appendix vermiformis, n = 6) verglichen. Dafür wurde zur 
immunhistochemischen Detektion der Transkriptionsfaktor Foxp3 mit dem 
Proliferationsmarker Ki-67 kombiniert (Abbildung 16). 
 
Abbildung 16: Erhöhte Proliferation von Foxp3+ regulatorischen T-Zellen in situ bei PHTS-
Patienten. A) Repräsentative Immunfluoreszenz-Markierung von Foxp3 und Ki-67 an einer 
Magenbiopsie von Patient Y178X mit lymphoider Hyperplasie. Pfeile markieren Ki-67+Foxp3+ 
Zellen, welche unter B) in 600-facher Vergrößerung erneut dargestellt sind. C) Erhöhte Zahl 
Ki67+Foxp3+ regulatorischer T-Zellen bei PHTS-Patienten. D & E) Immunfluoreszenz-Markierung 
von Foxp3 und p(Ser235/236)-S6 an Appendix vermiformis. E zeigt einen Ausschnitt von D in 
400-facher Vergrößerung. Die Pfeile markieren pS6+Foxp3+ regulatorische T-Zellen. F & I) Foxp3+  
regulatorische T-Zellen sind vermehrt mit einem aktivierten mTORC1-Pfad assoziiert, jedoch 
besteht keine vermehrte Expression bei PHTS-Patienten (I) im Vergleich zu Kontrollgewebe (F). 
G & H) Immunfluoreszenz-Markierung von Foxp3 und p(Ser235/236)-S6 an einer Magenbiopsie 
von Patient Y178X. Maßstab = 50(m, PTEN-Mutation = schwarz, klinisches PHTS/PTEN-Status 
nicht bestätigt = grau. 
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Es zeigte sich eine erhöhte Zahl proliferierender Ki-67+Foxp3+ regulatorischer 
T-Zellen bei Patienten im Vergleich zu Gesundkontrollen (Abbildung 16). Der pro-
zentuale Anteil proliferierender Ki-67+Foxp3+ regulatorischer T-Zellen an Foxp3+ 
Zellen in Patientenproben wurde mit 8,9 ± 5,7 % (± S.D.) bestimmt. Im Kontroll-
gewebe zeigte sich ein Anteil Ki-67+Foxp3+ Zellen von 2,7 ± 1,8 % (± S.D.). Der 
größte Anteil Ki-67+Foxp3+ Zellen konnte bei Patient Del E2-9 detektiert werden. 
Im Mittel zeigten 19 % der Foxp3+ Zellen bei diesem Patienten den 
Proliferationsmarker Ki-67. 
3.2.6 Assoziation des mTORC1-Signalweges mit Foxp3+ regulatorischen 
T-Zellen 
Proliferative Effekte werden innerhalb des PI3K/AKT-Signalweges über den 
mTORC1-Pfad vermittelt. An CD10+ B-Zellen des Keimzentrums konnte ein 
möglicher Zusammenhang zwischen gesteigerter Proliferation und aktiviertem 
mTORC1-Pfad gezeigt werden. Es sollte dementsprechend untersucht werden, ob 
die gesteigerte Proliferationsrate von Foxp3+ regulatorischen T-Zellen bei 
PHTS-Patienten auch mit einer verstärkten Aktivierung des mTORC1-Pfades 
assoziiert ist. 
Zum immunhistochemischen Nachweis eines aktiven mTORC1-Signalweges und 
regulatorischer T-Zellen wurden die Marker p(Ser235/236)-S6 und Foxp3 
kombiniert. Bei initialen Untersuchungen an Kontrollgewebe fiel bereits eine hohe 
Zahl von pS6+Foxp3+ Zellen auf. Es zeigte sich, dass 15,2 ± 3,7 % (± S.D.) der 
Foxp3+ Zellen mit einem aktivierten mTOR-Pfad assoziiert waren. Im Vergleich 
dazu zeigten 7,8 ± 2,2 % (± S.D.) der Foxp3- Lymphozyten außerhalb des 
Keimzentrums eine Assoziation mit pS6. Dies ließ darauf schließen, dass Foxp3+ 
regulatorische T-Zellen schon im Kontrollgewebe von gesunden Probanden in 
verstärktem Maße über mTOR gesteuert werden. Die Untersuchung an 
Patientengewebe ergab auch hier einen Anteil von 15,6 ± 3,4 % (± S.D.) der 
pS6+Foxp3+ Zellen an Foxp3+ regulatorischen T-Zellen im Vergleich zu 
8,4 ± 3,8 % (± S.D.) pS6+Foxp3- Lymphozyten. Daraus geht hervor, dass Foxp3+ 
regulatorische T-Zellen sowohl in Kontrollgewebe als auch bei PTEN-Defekten 
gehäuft mit einer Aktivierung des mTOR-Pfades assoziiert sind, dieser Effekt 
jedoch nicht verstärkt bei PHTS-Patienten zu beobachten ist (Abbildung 16).  
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3.3 Apoptose  
Mukosa-assoziiertes lymphoides Gewebe von Patienten mit PHTS zeigte 
außerhalb des Keimzentrums bis auf eine T-Zellsubpopulation überraschender-
weise keine gesteigerte Proliferationsrate im Vergleich zu Kontrollgewebe. 
Hinweise für eine veränderte Kontrolle des PTEN/PI3K/AKT-Signalweges ließen 
sich in einer gesteigerten Proliferation von Foxp3+ regulatorischen T-Zellen sowie 
in einer gesteigerten Aktivierung des mTOR-Pfades in CD10+ Keimzentrums-B-
Zellen finden. Es ist bekannt, dass über den PTEN/PI3K/AKT-Signalweg nicht nur 
proliferative, sondern auch anti-apoptotische Effekte vermittelt werden. Deshalb 
wurde untersucht, ob es bei Patienten mit PHTS Hinweise auf eine verminderte 
Apoptose gibt. 
3.3.1 Verminderte Apoptoserate im mukosa-assoziierten lymphoiden 
Gewebe bei PHTS-Patienten  
Mit Hilfe von Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling 
(Tunel)-Assays wurde die Apoptoserate in lymphoidem Gewebe von Patienten mit 
PHTS bestimmt und mit Gesundkontrollen (Appendix vermiformis, n = 6) 
verglichen. Es wurde der prozentuale Anteil von Tunel+ Zellen an der Gesamtzahl 
mononukleärer lymphatischer Zellen in situ bestimmt (Abbildung 17).  
 
 
Abbildung 17: Verminderte Apoptoserate im mukosa-assoziierten lymphoiden Gewebe von 
Patienten mit PHTS in situ. Nachweis apoptotischer Zellen mittels Terminal deoxynucleotidyl 
transferase dUTP nick end labeling (Tunel) unter Verwendung von DAB (braun) an A) Kontroll-
gewebe (Appendix vermiformis) und B) Kolongewebe von Patient R130Q. C) Reduzierte Anzahl 
Tunel+ Zellen innerhalb der lymphoiden Hyperplasie bei PHTS-Patienten im Vergleich zu 
Appendixgewebe von gesunden Probanden (n = 6). Maßstab = 50(m, PTEN-Mutation = schwarz, 
klinisches PHTS/PTEN-Status nicht bestätigt = grau. 
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Dabei zeigte sich mit 1,0 ± 0,6 % (± S.D.) eine reduzierte Apoptoserate im 
mukosa-assoziierten lymphoiden Gewebe von Patienten. Im Vergleich dazu lag 
die Apoptoserate im Kontrollgewebe bei 3,5 ± 0,5 % (± S.D.). 
3.3.2  Analyse der Apoptose in lymphoiden Normalgewebe 
Um vergleichende Aussagen zwischen Patientengewebe und Kontrollgewebe 
treffen zu können, wurde die Apoptose an gesundem intestinalem lymphoidem 
Gewebe hinsichtlich struktureller Verteilung und Zellassoziation genauer 
charakterisiert. Dafür wurden apoptotische Zellen mit Hilfe von Tunel-Assays im 
Kontrollgewebe (Appendix vermiformis, n = 6) spezifisch untersucht. Der Großteil 
apoptotischer Tunel+ Zellen wurde innerhalb der follikulären Keimzentren 
detektiert. Tunel+ Zellen waren vor allem in Clustern zu finden, die in Form von 
fragmentierten Zellkernen angeordnet waren. In den Mantelzonen sekundärer 
Follikel waren nur vereinzelt Tunel+ Zellen lokalisiert. Aufgrund dieser 
charakteristischen Verteilung innerhalb der lymphatischen Strukturen wurde 
genauer untersucht, inwieweit Apoptose mit T-Zellen, B-Zellen und naiven 
B-Zellen des Keimzentrums assoziiert ist. Dementsprechend wurde eine 
Doppelimmunfluoreszenz-Markierung bestehend aus Tunel-Assay in Kombination 
mit den Oberflächenmarkern CD3, CD20 sowie CD10 etabliert. 
Es zeigte sich, dass 91,0 ± 3,0 % (± S.D.) Tunel+ Zellen mit CD10 assoziiert 
waren. Dem gegenüber wurde ein Anteil CD3+Tunel+ Zellen an Tunel+ Zellen von 
6,0 ± 0,8 % (± S.D.) ermittelt. Daraus ging hervor, dass Apoptose im gesunden 
mukosa-assoziierten lymphoiden Gewebe in situ vor allem mit CD10+ Keimzen-
trums-B-Zellen assoziiert ist und T-Zellen eine vergleichsweise geringe 
Assoziation zu Apoptosemarkern besitzen (Abbildung 18). 
3.3.3 Verminderte Apoptose von CD10+ B-Zellen des Keimzentrums bei 
Patienten mit PHTS  
Ausgehend von den Untersuchungen am Appendixgewebe, welche eine klare 
Assoziation von Tunel+ Zellen zu CD10+ B-Zellen verdeutlichten, sollte nun geklärt 
werden, ob es sich bei der verminderten Apoptoserate um einen B-Zellspezi-
fischen Effekt handelt. Hinweise dafür ergaben sich bereits aus den initial durch-
geführten Tunel-Assays an Patientenproben. Hier waren Tunel+ Zellen ebenfalls 
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hauptsächlich im Keimzentrum lokalisiert. Um Aussagen über die Apoptoserate 
von B-Zellen treffen zu können, wurde mit Hilfe von Doppelfluoreszenz-Markierung 
der Anteil apoptotischer Zellen an CD10+ B-Zellen des Keimzentrums in Patienten-
proben untersucht und mit Gesundgewebe verglichen (Abbildung 18). 
Bei Patienten mit PHTS konnte eine erniedrigte Apoptoserate von CD10+ B-Zellen 
detektiert werden. Dabei waren 3,2 ± 0,8 % (± S.D.) der CD10+ B-Zellen innerhalb 
 
Abbildung 18: Reduzierte Apoptose in naiven CD10+ B-Zellen des Keimzentrums. A-F) 
Kombination von Tunel- und Immunfluoreszenzfärbung mit Antikörpern gegen CD3, CD20 und 
CD10 (OV 200x und 600x) an Appendixgewebe von gesunden Probanden. G)  Im Kontrollgewebe 
(Appendix vermiformis, n = 6) sind apoptotische Tunel+ Zellen zu 91,0 % mit CD10+ B-Zellen des 
Keimzentrums assoziiert. H) Repräsentative Tunel- und Immunfluoreszenzfärbung von CD10 an 
Kolongewebe von Patient c.334C>G. Die Pfeile markieren Tunel+CD10+ Zellen. I) Reduzierte 
Apoptoserate von CD10+ Zellen bei PHTS-Patienten im Vergleich zu Appendixgewebe. 
Maßstab = 50(m, PTEN-Mutation = schwarz, klinisches PHTS/PTEN-Status nicht bestätigt = grau. 
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der Patientenproben apoptotisch. Dem gegenüber standen 9,8 ± 1,3 % (± S.D.) 
CD10+Tunel+ B-Zellen in den Gesundkontrollen (Appendix vermiformis, n = 6). 
Zusätzlich wurden die Ergebnisse durch den immunhistochemischen Nachweis 
von gespaltener Caspase-3 (Asp175) validiert. Caspase-3 wird in der frühen 
Phase der Apoptose gespalten und dadurch aktiviert. Der zum Nachweis 
verwendete monoklonale Antikörper (Klon: 5A1E) detektiert spezifisch große 
Fragmente aktivierter Caspase-3, die durch Spaltung bei Aspartat 175 entstehen. 
In Einklang mit den Ergebnissen der Tunel-Analyse war auch die Zahl 
apoptotischer Caspase-3+CD10+ B-Zellen in PHTS-Patienten deutlich erniedrigt. 
So waren 7,3 ± 2,3 % (± S.D.) der CD10+ Zellen bei PHTS-Patienten und 
25,0 ± 3,4 % (± S.D.) bei Appendixgewebe (n = 6) in Apoptose (Abbildung 19). 
3.3.4 Normale Apoptose von T-Zellblasten in vitro 
Des Weiteren wurden in vitro Apoptose-Assays an T-Zellblasten aus dem 
peripheren Blut des Patienten R130Q durchgeführt. Dafür wurde zum einen die 
Apoptose über die Stimulation des Fas-Rezeptors induziert zum anderen erfolgte 
die Apoptoseinduktion über Entzug von Interleukin-2 (Abbildung 20). Weder über 
den extrinsischen noch den intrinsischen Weg konnte eine reduzierte Apoptose 
bei T-Zellblasten des BRRS-Patienten im Vergleich zu gesunden Tageskontrollen 
(n = 2) gefunden werden. Diese Ergebnisse stützen die Annahme, dass ein 
Apoptose-Defekt eher in B-Zellen vorliegt. 
 
Abbildung 19: Verminderte Anzahl Caspase-3+CD10+ Keimzentrums-B-Zellen in der frühen 
Phase der Apoptose bei PHTS. A & B) Immunhistochemischer Nachweis von naiven B-Zellen 
des Keimzentrums in der frühen Phase der Apoptose mit monoklonalen Antikörpern gegen CD10 
und gespaltener Caspase-3 an Kontrollgewebe und Kolongewebe von Patient c.334C>G. C) 
Reduzierte Apoptoserate von CD10+ Zellen bei PHTS-Patienten im Vergleich zu Appendixgewebe. 
Casp3 = gespaltene Caspase-3 (Asp175), Maßstab = 50(m, PTEN-Mutation = schwarz, klinisches 
PHTS/PTEN-Status nicht bestätigt = grau. 
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3.3.5 Veränderte B-Zell-Differenzierung bei PHTS 
Mit Hilfe von FACS-Analysen wurde das periphere Blut von Patient R130Q und 
Patient Del E2-9 auf Veränderungen in der Verteilung von B- und T-Zell-Subpopu-
lationen untersucht.  
Bei beiden Patienten zeigte sich eine veränderte B-Zell-Entwicklung. Diese 
äußerte sich durch eine deutliche Expansion CD38highIgMhigh transitionaler 
B-Zellen und einem reduzierten Anteil an IgM+ und klassengewechselten 
Gedächtniszellen. Dies lässt auf einen Entwicklungsarrest im Stadium der 
transitionalen B-Zellen schließen. Zudem fand sich bei Patient R130Q ein massiv 
erhöhter Anteil an naiven CD27-IgD+ B-Zellen (Abbildung 21).  
Um einer möglichen funktionellen Konsequenz nachzugehen, die aus der 
gestörten B-Zell-Entwicklung sowie der reduzierten Apoptose bei Keimzentrums-
B-Zellen in situ resultieren könnte, wurden Immunglobuline im Serum bestimmt. 
Dabei zeigte sich eine große Variabilität innerhalb der beiden Patienten. So lagen 
bei Patient R130Q die Serumkonzentrationen von IgA, IgG und IgM im unteren, 
bei Patient Del E2-9 eher im oberen Referenzbereich (Abbildung 22).  
 
 
Abbildung 20: Keine verminderte Apoptose in T-Zellblasten nach Fas-Stimulation und 
Interleukin-2 Entzug. A) T-Zellblasten aus dem peripheren Blut des Patienten R130Q wurden in 
aufsteigenden Konzentrationen mit rekombinantem humanem CD95L für 24 h inkubiert. B) Apop-
toseinduktion mittels Entzug von Interleukin-2 über fünf Tage im Vergleich zu zwei gesunden 




Abbildung 21: Detektion von B-Zellsubpopulationen im peripheren Blut mittels FACS. Mit 
Hilfe der Oberflächenmarker CD19, CD21, CD38 sowie IgA, IgD und IgG wurden 
durchflusszytometrisch verschiedene B-Zellsubpopulationen bestimmt. Bei Patient R130Q zeigte 
sich ein hoher Anteil naiver CD27-IgD+ Zellen, erniedrigte CD27+IgD+ Gedächtniszellen und 
CD27+IgD- klassengewechselte Gedächtniszellen sowie ein erhöhter Anteil CD38highIgMhigh 




3.3.6 Erhöhter Anteil naiver T-Zellen bei Patient Del E2-9  
Neben der veränderten B-Zell-Entwicklung konnten bei Patient Del E2-9 auch 
Alterationen innerhalb der T-Zell-Population festgestellt werden. Auffällig war 
hierbei eine ausgeprägte Lymphozytose CD3+CD4+ Zellen und darunter mit 
89,5 % ein massiv erhöhter Anteil an naiven CD4+CD45RO- T-Zellen. Die Zahl der 
CD4-CD8- T-Zellen war bei beiden Patienten nicht erhöht (Abbildung 22). Der 
PTEN/PI3K/AKT-Signalweg scheint beim Menschen eine mögliche Rolle bei der 
T- und B-Zell-Entwicklung zu spielen. 
 
Abbildung 22: Lymphozytenpopulationen und Serumkonzentrationen von Immunglobulinen 
bei Patient R130Q und Patient Del E2-9. A) Prozentualer Anteil von T- und B-Zellen an 
Lymphozyten. B) Prozentualer Anteil von T-Zellpopulationen. C) Prozentualer Anteil von 
T-Zellsubpopulationen. D) Prozentualer Anteil von CD25+ T-Zellsubpopulationen. E) Verhältnis von 
CD4+ zu CD8+ T-Zellen. F) Prozentualer Anteil von B-Zellpopulationen. G) Serumkonzentrationen 
von Immunglobulinen. FACS-Analysen und Immunglobulinbestimmungen erfolgten an peripherem 
Blut. Es sind altersabhängige Referenzbereiche angegeben. Die Analysen erfolgten bei Patient 
R130Q im Alter von 17 Jahren, bei Patient Del E2-9 im Alter von dreieinhalb Jahren. Zusätzlich 
sind frühere Bestimmungen abgebildet, die im Alter von einem Jahr (R130Q) bzw. von acht Mona-




4.1 Allgemeiner Zusammenhang zwischen PTEN- und Immun-
defekten 
Die Phosphatase PTEN ist ein Schlüsselenzym in der negativen Regulation des 
PI3K/AKT-Signalweges. Dieser Signalweg steuert unterschiedliche Prozesse wie 
Proliferation, Apoptose, Migration und Zellzyklus-Kontrolle. Defekte innerhalb von 
PTEN führen zur Entstehung von Tumoren in verschiedensten Organsystemen.  
In dieser Promotionsarbeit sollte untersucht werden, welche Rolle der 
PTEN/PI3K/AKT-Signalweg insbesondere für die intestinale Immunregulation beim 
Menschen spielt. Dabei wurde vor allem auf Kenntnisse aufgebaut, die vom 
Mausmodell bei heterozygotem PTEN-Knockout beziehungsweise B-Zell- und 
T-Zell-spezifischem PTEN-Knockout stammen. Die durch Di Cristofano et al., 
Podsypanina et al. und Suzuki et al. generierten heterozygoten PTEN-Knockout 
Mäuse zeigten schwere immunologische Veränderungen. Dies waren vor allem 
Lymphadenopathien, intestinale lymphoide Hyperplasien, T-Zell-Lymphome und 
T-Zell-Leukämien. Einige Mäuse zeigten Thymushyperplasien und polyklonale 
Autoimmunstörungen mit dem Nachweis antinukleärer Antikörper[22-24]. Diese 
Befunde gaben Hinweise für die negativ regulierende Rolle von PTEN innerhalb 
der murinen Immunregulation.  
Bisher wurden immunologische Veränderungen bei Menschen mit PTEN-
Mutationen nicht systematisch untersucht. Hinweise auf immunologische Effekte 
existieren bislang nur in einzelnen Fallberichten[49, 71-74]. Dabei handelt es sich zum 
Teil um genetisch nicht charakterisierte Patienten[73, 74]. Es wurde ein Fall einer 
44-jährigen Patientin mit Cowden Syndrom beschrieben, welche im Verlauf ein 
Sjögren-Syndrom entwickelte. Dieses manifestierte sich in Form von chronischer 
Infiltration der Parotis mit positiven antinukleären Antikörpern, Rheumafaktoren 
sowie Hypergammaglobulinämie. Raizis et al. konnten jedoch nicht klären, ob es 
sich dabei um ein zufälliges Auftreten zweier Krankheitsentitäten handelte oder die 
nachgewiesene PTEN-Mutation L139X einen prädisponierenden Faktor für die 
autoimmunologischen Prozesse darstellte[72]. Ein weiterer Fall einer 55-jährigen 
Patientin mit Cowden Syndrom gab Hinweise für immunologische Veränderungen. 
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Auf der Grundlage einer 4 bp-Deletion in Exon 8 entwickelte sich eine Hyperplasie 
der lingualen Tonsillen. Kanaseki et al. generierten aus dem peripheren Blut der 
Patientin eine EBV-transformierte B-Zell-Linie, welche eine verstärkte Resistenz 
gegenüber pro-apoptotischer Stimulation aufwies[49]. Obwohl beim Menschen 
bislang mehr als 100 unterschiedliche Keimbahnmutationen innerhalb des PTEN-
Gens beschrieben wurden, existieren aktuell keine systematischen Daten zum 
Auftreten immunologischer Veränderungen[27, 75-79]. Der Nachweis von PTEN in 
lymphoiden humanen Geweben deutet jedoch auf eine Rolle des Proteins in 
diesen Geweben hin[80]. Assoziationen mit anderen Autoimmunphänomenen 
wurden bisher nicht beschrieben. 
4.2 Intestinale lymphoide Hyperplasien bei Patienten mit PTEN-
assoziierten Tumorsyndromen 
In der hier vorgestellten Promotionsarbeit wurden intestinale Proben von sechs 
Patienten mit PTEN-assoziierten Syndromen histologisch aufgearbeitet. 
Keimbahnmutationen innerhalb von PTEN lagen bei vier der sechs Patienten vor 
(R130Q, Del E2-9, Y178X, c.334C>G). Intestinale lymphoide Hyperplasien 
konnten bei fünf Patienten in den vorhandenen Proben gefunden werden und 
betrafen sowohl Magen, Duodenum, terminales Ileum als auch Kolon. Insgesamt 
deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass lymphoide Hyperplasien deutlich 
häufiger als bisher vermutet bei Menschen mit PTEN-assoziierten Syndromen zu 
finden sind.  
Das Auftreten von lymphoiden Hyperplasien bei Patienten mit PHTS wurde zum 
Teil in der Literatur beschrieben. Boccone et al. dokumentierten einen Fallbericht 
eines 5-jährigen männlichen BRRS-Patienten mit I135R Missense-Mutation. 
Dieser Patient zeigte ausgeprägte reaktive noduläre lymphoide Hyperplasien des 
oberen und unteren Gastrointestinaltraktes ohne dem Vorliegen autoimmuno-
logischer Veränderungen[71]. Bei einer von Heald et al. durchgeführten Studie zur 
Erfassung gastrointestinaler Befunde an 127 Patienten mit PTEN-Mutation wurden 
inflammatorische Polypen beziehungsweise lymphoide Aggregate des unteren 
Gastrointestinaltraktes bei 24 % der Fälle beschrieben, jedoch nicht direkt als 
lymphoide Hyperplasien dokumentiert. Bei zwei von 28 gastroskopierten Patienten 
lagen multiple inflammatorische Polypen des Magens vor[81]. Insgesamt wurden 
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die lymphoiden Hyperplasien in der genannten Arbeit nicht systematisch erfasst 
und stellen wahrscheinlich eine Unterrepräsentation dieses Phänomens dar. 
Außerdem fehlen Aussagen zum Infektionsstatus mit Helicobacter pylori. 
In unterschiedlichen Studien wurde das Auftreten lymphoider Hyperplasien des 
mukosa-assoziierten lymphoiden Gewebes des unteren Gastrointestinaltraktes im 
Kindes- und Erwachsenenalters aufgezeigt. Zum Teil werden sie als eine 
Normvariante im Kindesalter beschrieben, zum anderen ist das Auftreten von 
lymphoiden Hyperplasien vermehrt mit Nahrungsmittelallergien, chronisch 
entzündlichen Darmerkrankungen, infektiösen Kolitiden und kolorektalen 
Karzinomen assoziiert[82]. Hier ist zu bemerken, dass bei den in dieser 
Promotionsarbeit untersuchten Patienten keine Hinweise auf Nahrungsmittel-
allergien vorlagen und die histologischen Befunde nicht dem Bild chronisch 
entzündlicher Darmerkrankungen entsprachen.  
Die genauen Mechanismen für die Entstehung ausgeprägter lymphoider 
Hyperplasien bei PTEN-assoziierten Syndromen sind bisher nicht bekannt. Auf der 
Grundlage eines Funktionsverlustes von PTEN könnten unterschiedliche Effekte 
zur Bildung lymphoider Hyperplasien beitragen. Zum einen könnte ein Verlust der 
negativen Regulation innerhalb des PI3K/AKT-Signalweges eine verstärkte 
Proliferation des ortsständigen mukosa-assoziierten lymphoiden Gewebes 
bewirken. Weiterhin könnten verstärkte anti-apoptotische Effekte dazu führen, 
dass ortsständige lymphoide Zellen kontinuierlich unterhalb der intestinalen 
Schleimhaut akkumulieren. Drittens wäre es möglich, dass die zentrale 
Entwicklung von Lymphozyten entweder im Sinne gesteigerter Proliferation oder 
verminderter Apoptose gestört ist und sich überschüssige Zellen in peripheren 
lymphatischen Organen aggregieren. Weiterhin könnte auch eine infektiöse 
Genese in Frage kommen. Vermutlich werden lymphoide Hyperplasien bei 
Gesunden durch die intestinale bakterielle Flora getriggert. Assoziationen 
zwischen Infektionen mit Helicobacter pylori und dem Auftreten lymphoider 
Hyperplasien des Magens bei Kindern und Erwachsenen wurden mehrfach 
beschrieben[83-85]. Interessant ist, dass bei drei Patienten mit PTEN-Mutation eine 
Helicobacter pylori negative lymphoide Hyperplasie des Magens zu finden war, 
was gegen einen primär infektiösen Trigger spricht.  
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Die Untersuchung der lymphoiden Hyperplasie bei Patienten mit PTEN-
assoziierten Syndromen ist von Relevanz, da einige Autoren hinter diesen 
Läsionen eine so genannte Landscaper-Funktion (Landschaftsgestalter) 
vermuten[24]. Dahinter verbirgt sich die These, dass polypöse Veränderungen der 
intestinalen Mukosa auf der Grundlage von lymphoiden Hyperplasien entstehen. 
Tatsächlich konnte nachgewiesen werden, dass im Mausmodell bei 
heterozygotem PTEN-Knockout lymphoide Hyperplasien eine Schrittmacher-
funktion für epitheliale maligne Entartungen besitzen[24]. Diese Assoziation konnte 
an den hier untersuchten Patientenproben nicht nachgewiesen werden. Obwohl 
sich vermehrt hyperplastische Schleimhaut innerhalb der histologischen Präparate 
bei allen Patienten zeigte, war diese nicht unmittelbar mit dem Vorliegen von 
lymphoiden Hyperplasien verknüpft. Dennoch könnten die bei Heald et al. 
beschrieben inflammatorischen Polypen bei CS-Patienten Ausdruck eines die 
Schleimhaut verändernden Effektes im Sinne einer Landscaper-Läsion 
darstellen[81]. Die genauen Mechanismen, die sich hinter diesen Beobachtungen 
verbergen, sind bislang unklar. Möglich scheint die Vorstellung, dass inadäquate 
Signale ausgehend von lymphoiden Aggregaten die darüberliegende Mukosa zu 
übermäßigem Wachstum anregen[86]. Prinzipiell lässt sich der Zusammenhang  
zwischen inflammatorischen Schleimhautprozessen und Prädisposition zu 
maligner Entartung auch bei chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen 
finden[87]. 
Eine maligne Entartung ausgehend von hyperplastischen lymphoiden Strukturen 
scheint ebenfalls möglich zu sein. Dafür spricht, dass in einzelnen heterozygoten 
PTEN-Knockout Mäusen ein Progress von lymphoiden Hyperplasien zu 
T-Zell-Lymphomen beschrieben wurde[22, 24]. Zusätzlich dazu ist zu bemerken, 
dass Mutationen und Deletionen von PTEN häufige Befunde bei akuter 
myeloischer Leukämie, akuter lymphatischer Leukämie und Non-Hodgkin-
Lymphomen sind[88].  Lymphome oder Leukämien konnten in den hier untersuch-
ten Patienten aktuell nicht festgestellt werden.  
4.3 Die Rolle von C-terminalen PTEN-Mutationen 
Untersuchungen der letzten Jahre zeigten, dass PTEN eine entscheidende Rolle 
im Erhalt von Chromosomenstabilität spielt[20, 89]. Verlust von PTEN führt zu 
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schweren chromosomalen Veränderungen im Sinne von Instabilität und DNA-
Doppelstrangbrüchen. Shen et al. zeigten, dass PTEN im Nukleus an Zentromere 
bindet und mit CENP-C, einem entscheidenden Schutzmolekül gegen Chromo-
someninstabilität, interagiert. Dabei wird diese Interaktion über die C2-Domäne 
von PTEN realisiert. Die Phosphataseaktivität scheint bei diesem Mechanismus 
keine Bedeutung zu besitzen. C-terminal mutierte Formen von PTEN entstehen 
meist durch einen Nukleotidaustausch, der zum Einbau eines vorzeitigen 
Stopkodons führt, oder durch große Deletionen[20].  
Unter den sechs Patienten, die in dieser Arbeit untersucht wurden, tragen zwei 
Patienten PTEN-Mutationen, die mit einem Verlust der C2-Domäne einhergehen.  
Zum einen ist dies ein erwachsener Patient mit Cowden Syndrom, bei dem der 
nachgewiesene Nukleotidaustausch c.534T>G zum Einbau eines Stopkodons bei 
Aminosäure 178 (Y178X) führt. Die Mutation würde demnach die letzten acht 
Aminosäuren der Phosphatase-Domäne und die komplette C2-Domäne von PTEN 
umfassen. Der Patient entwickelte im Verlauf ein follikuläres Schilddrüsen-
karzinom. Weitere maligne Entartungen konnten bislang nicht diagnostiziert 
werden. Eine große Deletion innerhalb der kodierenden Region von PTEN konnte 
bei einem dreieinhalbjährigen männlichen Patienten mittels MLPA-Analyse 
nachgewiesen werden. Die Deletion reicht von Exon 2 bis Exon 9 und umfasst 
damit fast das gesamte Enzym. Bei diesem Patienten stehen phänotypisch vor 
allem eine massive abdominelle Lipomatose, intestinale lymphoide Hyperplasien 
sowie eine ausgeprägte Thymushyperplasie im Vordergrund. Maligne Entitäten 
konnten zum Zeitpunkt der Studie nicht nachgewiesen werden. Dennoch könnte 
das Risiko gerade bei diesem Patienten erhöht sein. Neben dem Phosphatase-
unabhängigen Mechanismus der Chromosomenstabilisierung scheint auch die 
direkte Phosphorylierung von DNA-Reparatur-Proteinen wie Rad51 eine Rolle 
beim Erhalt chromosomaler Integrität zu spielen[20]. Aufgrund der großen Deletion 
von PTEN, mit dem daraus resultierendem Verlust der Phosphataseaktivität und 
der C2-Domäne, könnten somit unterschiedliche Mechanismen gleichzeitig zu 
einer verstärkten Tumorgenese bei diesem Patienten beitragen. Im Wesentlichen 
wäre dies eine Dysregulation des PI3K/AKT-Signalweges im Zytoplasma, 
Chromosomeninstabilität und eine defekte DNA-Reparatur im Zellkern. Das 
Mausmodell zum heterozygoten PTEN-Knockout basiert zudem auf 
Diskussion 
 57 
PTEN-Deletionen, die mit der Mutation des Patienten vergleichbar sind[22-24]. Das 
vermehrte Auftreten von T-Zell-Lymphomen und Leukämien bei diesen Mäusen 
impliziert engmaschige hämatologische und gastroenterologische Kontrollen bei  
den Patienten. 
4.4 Die Rolle von PTEN für die T-Zell-Antwort 
Der PTEN/PI3K/AKT-Signalweg reguliert proliferative Effekte. Deshalb sollte 
geklärt werden, ob sich intestinale lymphoide Hyperplasien bei PHTS-Patienten 
möglicherweise auf der Grundlage einer verstärkten Proliferation des mukosa-
assoziierten lymphoiden Gewebes entwickeln. Dafür wurden die intestinalen 
Patientenproben immunhistochemisch auf die Expression des Proliferations-
 
Abbildung 23: PTEN-Mutationen. A) Darstellung der in dieser Arbeit vorliegenden PTEN-
Mutationen anhand eines Kalotten-Modells des Proteins PTEN (nach Daten von Lee et al. 1999). 
grau = Phosphatase-Domäne, weiß = C2-Domäne, grün = katalytisches Zentrum, rot = mutierte 
Aminosäure(n), orange = mutierte Aminosäuren des katalytischen Zentrums. B) Schematische 
Übersicht des PTEN-Gens und der strukturelle Aufbau des Proteins PTEN. Die in dieser Arbeit 
vorliegenden Mutationen wurden den betreffenden Protein- bzw. Genbereichen zugeordnet. Die 
neun kodierenden Exons von PTEN sind durch schwarze Blöcke, Introns durch weiße Blöcke 
dargestellt.    
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markers Ki-67 untersucht. Dabei zeigte sich, dass lymphoide Zellen außerhalb des 
Keimzentrums nicht vermehrt proliferieren. Dieser Befund korreliert mit den 
Ergebnissen von Podsypanina et al. in heterozygoten PTEN-Knockout Mäusen. 
Unter diesen entwickelten 100 % der weiblichen Mäuse ab der 20. Woche 
hyperplastische Lymphknoten und lymphoide Polypen des Kolons. Interessanter-
weise zeigte die Immunhistochemie von Ki-67 keine gesteigerte Proliferation 
innerhalb der lymphoiden Strukturen bei diesen Mäusen. Zusätzliche FACS-
Analysen von Zellen aus Thymus, Knochenmark und Milz hinsichtlich Ki-67 ließen 
ebenfalls keine Veränderungen im Proliferationsverhalten erkennen[24]. Gegen-
sätzlich dazu konnten Di Cristofano et al. mittels FACS-Analysen vermehrt 
aktivierte CD44+, CD54+, CD69+ T-Zellen und CD44+, B7-2+, CD5+ B-Zellen aus 
hyperplastischem Milz- und Lymphknotengewebe nachweisen[26]. Phänotypisch 
grenzen sich diese PTEN-Knockout Mäuse, mit vorherrschendem autoimmunen 
Bild, jedoch stark von denen anderer Gruppen[22, 24] beziehungsweise denen von 
Di Cristofano im Jahre 1998 generierten Mäusen ab[23]. MALT-Lymphome und 
T-Zell-Lymphome, wie sie als weitere Entität bei heterozygotem PTEN-Knockout 
auftreten können[22], würden ebenfalls eine gesteigerte Expression von Ki-67 
erwarten lassen[90, 91]. MALT-Lymphome fanden sich jedoch weder in den hier 
untersuchten humanen Proben noch in den vorhanden Patientendaten. Eine 
Genese intestinaler lymphoider Hyperplasien aufgrund gesteigerter proliferativer 
Effekte des mukosa-assoziierten lymphoiden Gewebes scheint in Anbetracht der 
vorliegenden Daten eher nicht vorzuliegen.  
Bei Mäusen mit homozygotem T-Zell-spezifischem PTEN-Knockout wurde ein 
hyperproliferatives Verhalten von T-Zellen in vitro beschrieben[52, 53]. Es sollte 
geklärt werden, ob dieser Effekt auch bei PHTS-Patienten zu beobachten ist. Es 
wurden Lymphozyten-Transformations-Assays an mononukleären Zellen aus dem 
peripheren Blut von zwei Patienten (R130Q, Del E2-9) durchgeführt. Dabei zeigte 
sich eine gute Stimulierbarkeit von Lymphozyten, die bei beiden Patienten, im 
Vergleich zu jeweils einem Kontrollprobanden, leicht erhöht war. Die Aussagekraft 
dieser Ergebnisse ist aufgrund der einmaligen Durchführung und der niedrigen 
Zahl an Kontrollprobanden jedoch gering. Letztlich zeigen sie, dass die 
proliferativen Effekte von T-Zellen unter Stimulation von CD3/CD28 nicht 
dramatisch verändert sind. Es ist zu beachten, dass die bei Suzuki et al. als 
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hyperproliferativ beschriebenen T-Zellen einen homozygoten PTEN-Knockout 
besitzen. Zu bemerken ist auch, dass T-Zellen aus heterozygoten PTEN-Knockout 
Mäusen nur gering vermehrt proliferieren[52]. Parallel dazu ist auch die Sekretion 
von IL-2, INF-", IL-4 und IL-6 bei heterozygotem PTEN-Knockout im Vergleich zu 
PTEN-/- T-Zellen unter CD3/CD28-Stimulation nicht erhöht[52].  
PTEN scheint eine bedeutende Rolle in der zentralen T-Zell-Entwicklung zu 
spielen[50, 52, 53, 92, 93]. Suzuki et al. zeigten, dass früher T-Zell-spezifischer PTEN-
Knockout zu Thymushyperplasie mit erhöhter Zelldichte führt[52]. Verlust von PTEN 
bewirkt zudem eine gestörte positive und negative Selektion von T-Zellen[93]. 
Interessanterweise konnte auch eine ausgeprägte Thymushyperplasie bei dem 
dreieinhalbjährigen Patienten Del E2-9 mit großer PTEN-Deletion beobachtet 
werden. Dies könnte Ausdruck einer gestörten zentralen T-Zell-Entwicklung sein. 
Zudem war bei diesem Patienten (Del E2-9) die absolute Zahl von T-Zellen im 
peripheren Blut deutlich erhöht. Dabei zeigten 90 % der CD4+ T-Zellen einen 
naiven Phänotyp. Ähnliche Veränderungen wurden bei den von Hagenbeek et al. 
generierten T-Zell-spezifischen PTEN-Knockout Mäusen beschrieben. In der 
gleichen Arbeit wurde gezeigt, dass ein Verlust von PTEN das Überleben von 
TCR-defizienten T-Zellen sichert und fehlende TCR-Signale kompensieren 
kann[93]. Weiterhin fielen bei Patienten Del E2-9 leicht erhöhte Serumspiegel von 
IgA, IgG, IgM und IgE auf. Auch in T-Zell-spezifischen sowie heterozygoten PTEN-
Knockout Mäusen wurden erhöhte Immunglobuline im Serum beschrieben [52, 93]. 
Die Autoren interpretierten diesen Befund als Zeichen einer vorherrschenden 
Th2-Antwort auf hyperproliferative IL-4, IL-6, IL-10 produzierende CD4+ T-Zellen. 
Dieser Effekt zeigte sich jedoch vornehmlich bei homozygoten PTEN-Knockout 
Mäusen. Passend dazu fanden sich bei Patient R130Q normale absolute Zahlen 
an CD3+ T-Zellen im peripheren Blut mit Immunglobulinen im unteren Normal-
bereich. Ob sich diese Befunde über eine gestörte Th2-Antwort erklären lassen 
oder eher ein Defekt innerhalb der Immunglobulin-Produktion bei B-Zellen vorliegt, 
ist unklar. Weiterführende in vitro Experimente zur Zytokinsekretion von CD4+ 




4.5 Die Rolle von PTEN für Foxp3+ regulatorische T-Zellen 
Immunologische Selbsttoleranz und Homöostase werden in großem Maße durch 
natürlich vorkommende CD4+CD25+Foxp3+ regulatorische T-Zellen vermittelt. 
Foxp3+ regulatorische T-Zellen sind charakterisiert durch einen anergen Phänotyp 
und eine konstitutive Expression der !-Kette des IL-2R[55]. Außerdem zeigen sie 
hypoproliferatives Verhalten unter IL-2R Stimulation in vitro[54]. Das verminderte 
Proliferationsvermögen unter IL-2R Stimulation liegt bei WT-Mäusen möglicher-
weise in einer verminderten Aktivierung des PTEN/PI3K/AKT-Signalweges 
begründet[61, 62, 94]. Dieser Effekt scheint durch PTEN gesteuert zu werden, da er 
sich unter spezifischem PTEN-Knockout bei CD4+CD25+ regulatorischen T-Zellen 
verliert[60]. Die Entwicklung und Homöostase von regulatorischen T-Zellen ist 
abhängig vom PI3K/AKT-Signalweg. 1) Konstitutiv aktiviertes AKT führt zu einer 
selektiven Beeinträchtigung in der Entwicklung von CD4+Foxp3+ T-Zellen im 
Thymus, jedoch nicht von etablierten Foxp3+ Zellen in der Peripherie[58]. 2) Naive 
T-Zellen ohne funktionelles mTOR verlieren die Fähigkeit zu Effektorzellen zu 
differenzieren, entwickeln sich jedoch zu CD4+Foxp3+ regulatorischen T-Zellen[95]. 
3) Diese Beobachtungen werden dadurch ergänzt, dass AKT die Transkriptions-
faktoren FOXO1 und FOXO3a hemmt, welche wiederum die Expression von 
Foxp3 steuern[96, 97]. 
Auf der Grundlage dieser Beobachtungen an Mäusen sollte untersucht werden, ob 
Foxp3+ regulatorische T-Zellen bei PHTS-Patienten Veränderungen in Verteilung 
und Proliferation aufweisen. Analysen zur Verteilung von Foxp3+ regulatorischen 
T-Zellen in situ erfolgten durch immunhistochemischen Nachweis von Foxp3 in 
Kombination mit CD3 an Proben von sechs PHTS-Patienten. Dabei zeigte sich 
eine normale Verteilung Foxp3+ regulatorischer T-Zellen innerhalb der lymphoiden 
Hyperplasien und im peripheren Blut. Diese Ergebnisse passen zu Befunden, wie 
sie von Walsh et al. bei Treg-spezifischen PTEN-Knockout Mäusen gefunden 
worden. Trotz eines homozygoten PTEN-Knockouts sind keine Veränderungen in 
Anzahl und Verteilung regulatorischer T-Zellen im Thymus sowie im peripherem 
Blut beschrieben. Auch die zentrale Entwicklung Foxp3+ regulatorischer T-Zellen 
war bei diesen Mäusen unauffällig[60].  
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In dieser Promotionsarbeit wurde weiterhin untersucht, ob bei PHTS-Patienten 
mögliche Veränderungen im Proliferationsverhalten von Foxp3+ regulatorischen 
T-Zellen in situ vorliegen. Dafür wurde die immunhistochemische Markierung des 
regulatorischen T-Zell-Markers Foxp3 mit dem Proliferationsmarker Ki-67 
kombiniert. Interessanterweise zeigte sich eine signifikant höhere Proliferations-
rate von Foxp3+ regulatorischen T-Zellen innerhalb der lymphoiden Hyperplasien 
bei PHTS-Patienten im Vergleich zu Kontrollgewebe. Es wurde beschrieben, dass 
Foxp3+ regulatorische T-Zellen auch im Entzündungsherd bei chronisch 
entzündlichen Darmerkrankungen vermehrt proliferieren. Die Zahl proliferierender 
regulatorischer T-Zellen korreliert im Mausmodell für Kolitis mit dem Grad der 
Entzündung[98]. Bei den hier untersuchten humanen Proben zeigten sich 
histologisch keine Veränderungen im Sinne chronisch-entzündlicher Darmer-
krankungen, sodass der beschriebene Effekt für die erhöhte Proliferationsrate 
eher keine Rolle spielt. Interessant sind die Ergebnisse von Walsh et al., die eine 
bis zu 20-fache Expansion von PTEN-defizienten CD4+CD25+ regulatorischen T-
Zellen unter IL-2 Stimulation in vitro beschreiben[60]. Dies unterstreicht die 
besondere Rolle von PTEN beim Erhalt des hypoproliferativen Phänotyps und 
könnte die gesteigerte Proliferationsrate von Foxp3+ regulatorischen T-Zellen im 
mukosa-assoziierten Gewebe von PHTS-Patienten erklären. Letztlich scheint der 
Verlust von PTEN keinen Einfluss auf die immunregulatorische Funktion zu 
nehmen[60, 94], was die Beobachtung stützt, dass die hier untersuchten Patienten 
keine vermehrte Inflammation zeigten. Ergebnisse aus Untersuchungen an 
Mäusen und Menschen zeigen eine gegensätzliche Rolle des PI3K/AKT-
Signalweges für die Entwicklung von regulatorischen T-Zellen und den peripheren 
Erhalt. Demzufolge könnte es möglich sein, dass eine verminderte Entwicklung im 
Thymus durch eine gesteigerte Expansion in der Peripherie kompensiert wird. 
Weiterführend wurde der Frage nachgegangen, ob die erhöhte Proliferationsrate 
von Tregs mit einer Aktivierung des PI3K/AKT/mTORC1-Pfades assoziiert sein 
könnte. Phosphoryliertes ribosomales Protein S6 (p-S6) diente als typischer 
Marker für den Nachweis eines aktivierten mTORC1-Signalweges und wurde mit 
dem immunhistologischen Nachweis von Foxp3 verknüpft. Überraschenderweise 
zeigte sich bereits im gesunden Kontrollgewebe eine Assoziation von 
Foxp3+ regulatorischen T-Zellen mit einem aktiviertem mTORC1-Signalweg. 
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Dieses Ergebnis war aus dem Grunde unerwartet, da bisherige Daten ein 
reziprokes Expressionsmuster beschreiben, bei dem ein erhöhtes mTOR-Signal 
die Expression von Foxp3 unterbindet[94]. Dieser gegensätzliche Mechanismus 
spiegelt sich auch darin wieder, dass Rapamycin, ein spezifischer Inhibitor von 
mTOR, die Expansion Foxp3+ regulatorischer T-Zellen in vitro fördert[99, 100]. In 
Einklang damit zeigen Foxp3+ regulatorische T-Zellen außerdem eine Resistenz 
gegenüber mTOR-Inhibition mit vermehrter Expansion im Vergleich zu 
konventionellen CD4+ T-Zellen in vivo[62]. Liu et al. beschrieben zudem einen 
neuen negativen Regulationsmechanismus für regulatorische T-Zellen über den 
Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptor Typ 1 (S1P1-Rezeptor). Die Stimulation des 
S1P1-Rezeptors führt zu selektiver Aktivierung des AKT/mTOR-Signalweges in 
Foxp3+ regulatorischen T-Zellen. Damit wird sowohl die Entwicklung im Thymus 
und der periphere Erhalt als auch die suppressive Funktion regulatorischer 
T-Zellen in vivo kontrolliert[63]. Die in dieser Promotionsarbeit beobachtete 
Assoziation von aktiviertem mTORC1-Signalweg mit Foxp3+ Zellen im gesunden 
Kontrollgewebe könnte demnach ein Übergangsstadium beschreiben. Dieses 
würde im Endeffekt Foxp3+ regulatorische T-Zellen zeigen, die unter negativer 
Regulation des S1P1-Rezeptors und mTOR stehen. Dies könnte im Gesunden zur 
immunologischen Homöostase beitragen[63]. Bei PHTS-Patienten konnte im 
Vergleich zu Gesundkontrollen ebenfalls eine deutliche Assoziation von p-S6 und 
Foxp3+ Zellen beobachtet werden. Die bisher in der Literatur beschriebenen 
Effekte stammen aus Daten vom Mausmodell. Es ist möglich, dass bei humanen 
Foxp3+ regulatorischen T-Zellen andere Mechanismen eine Rolle spielen. Bisher 
existieren weder bei Mäusen noch beim Menschen Experimente, die eine 
Assoziation von p-S6 und Foxp3 in situ zeigen.  
4.6 Die Rolle von PTEN für B-Zell-Antworten 
Der PTEN/PI3K/AKT-Signalweg vermittelt neben Proliferation auch anti-
apoptotische Signale über die Hemmung von pro-apoptotischen Faktoren wie 
BAD, GSK-3, FOXO3a, p27kip1 und I-kB[4]. Demzufolge wurde der Frage 
nachgegangen, ob verminderte Apoptose innerhalb des mukosa-assoziierten 
Gewebes eine Rolle bei der Entstehung intestinaler lymphoider Hyperplasien 
spielen könnte. Für den Nachweis apoptotischer Zellen in situ wurde die terminal 
deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling (Tunel) Methode genutzt. 
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Tunel ist eine etablierte Methode zum spezifischen Nachweis freier 
3'-OH-Gruppen an DNA-Fragmenten, welche vorrangig in der späten Phase der 
Apoptose entstehen[101].  
Initiale Untersuchungen mittels Tunel zeigten eine signifikant erniedrigte Zahl 
apoptotischer Zellen innerhalb der lymphoiden Hyperplasien bei PHTS-Patienten. 
Dabei fiel auf, dass apoptotische Zellen vornehmlich im Keimzentrum lokalisiert 
waren. Immunhistochemische Kofärbungen von Tunel mit CD3, CD20 und CD10 
an Kontrollgewebe bestätigten, dass fast 90 % der nachweisbaren apoptotischen 
Tunel+ Zellen innerhalb der Population CD10+ B-Zellen zu finden waren. 
CD3+ T-Zellen zeigten demgegenüber kaum Apoptose im mukosa-assoziierten 
Gewebe. Ausgehend von diesen Erkenntnissen, wurden CD10+ B-Zellen innerhalb 
lymphoider Hyperplasien bei PHTS-Patienten auf eine möglicherweise defekte 
Apoptose untersucht.  
Tatsächlich offenbarten weiterführende immunhistochemische Analysen eine 
reduzierte Apoptoserate der naiven CD10+ B-Zellen im Patientengewebe. Validiert 
wurde dieses Ergebnis durch immunhistochemische Markierung von gespaltener 
Caspase-3 in Kombination mit CD10. Der Oberflächenmarker CD10 wird vor allem 
von unreifen B-Zell-Vorstufen exprimiert und verliert sich bei der Entwicklung zu 
reifen B-Zellen. Naive B-Zellen reexprimieren CD10 innerhalb der Keimzentrums-
reaktion, wo sie zu Gedächtnis-B-Zellen oder Plasmazellen differenzieren[102]. Es 
gibt Hinweise, dass Apoptoseinduktion bei Keimzentrumsreaktionen im Gesunden 
die Konsequenz einer negativen Selektion aufgrund inadäquater BCR-Bindung 
von naiven B-Zellen ist. Zum anderen wurde diskutiert, dass im Rahmen der 
somatischen Hypermutation ein Verlust der BCR-Expression eintreten kann, was 
eine Verminderung anti-apoptotischer Signale zur Folge hätte[103]. Srinivasan et al. 
zeigten, dass BCR-abhängiges Überleben von naiven B-Zellen maßgeblich über 
den PI3K/AKT-Signalweg vermittelt wird[104].    
Eine veränderte Apoptose von B-Zellen bei PTEN-Mutation wurde sowohl beim 
Menschen als auch am Mausmodell beschrieben. Kanaseki et al. generierten 
EBV-transformierte B-Zellen aus dem peripheren Blut eines CS-Patienten und 
zeigten eine Resistenz dieser Zellen gegenüber Kalzium-Ionophor-induzierter 
Apoptose in vitro[49]. B-Zellen von heterozygoten PTEN-Knockout Mäusen 
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besaßen ein reduzierte Annexin V Bindung unter steady-state Bedingungen im 
Vergleich zu WT-Mäusen[24]. Di Cristofano et al. beschrieben zudem eine 
reduzierte Apoptose bei PTEN-defizienten B-Zellen nach FAS-Stimulation[26]. 
Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass PTEN eine Rolle in der negativen 
Regulation pro-apoptotischer Effekte zu spielen scheint.  
Die im Rahmen dieser Doktorarbeit durchgeführten FACS-Analysen an 
peripherem Blut von zwei PHTS-Patienten (R130Q, Del E2-9) zeigten neben einer 
absoluten B-Zell-Vermehrung auch Veränderungen innerhalb der B-Zell-
Differenzierung. Dabei fiel ein deutlich erhöhter Anteil an transitionalen B-Zellen 
und naiven B-Zellen auf. Zudem zeigte sich ein reduzierter Anteil von IgM+ und 
klassengewechselten Gedächtnis-B-Zellen. Diese Veränderungen lassen auf eine 
mögliche Differenzierungsstörung am Übergang vom naiven zum Gedächtnis-
Phänotyp schließen. Transitionale B-Zellen differenzieren in der Peripherie zu 
naiven B-Zellen. Diese benötigen ein adäquates BCR-Signal, um sich zu 
Gedächtnis-B-Zellen oder Plasmazellen zu entwickeln. Im Gesunden führt eine 
inadäquate BCR-Bindung zur negativen Selektion durch BCR-induzierte 
Apoptose. Cheng et al. zeigten, dass transitionale B-Zellen in WT-Mäusen eine 
signifikant höhere intrazelluläre PTEN-Expression im Vergleich zu reifen B-Zellen 
aufweisen. Dies wiederum führt zu erniedrigter Aktivität von AKT und erhöht die 
Neigung von unreifen B-Zellen zu BCR-induzierter Apoptose. Die Rekonstitution 
des PI3K/AKT-Signalweges durch homozygoten PTEN-Knockout rettet 
transitionale B-Zellen vor Apoptose[48]. Srinivasan et al. konnten diesen Effekt 
ebenso an reifen naiven B-Zellen nachweisen[104]. Die bei PHTS-Patienten 
beobachteten Veränderungen innerhalb der B-Zell-Population könnten demnach 
Ausdruck einer gestörten BCR-induzierten Apoptose sein. 
Neben einer defekten Apoptose konnte auch eine gesteigerte Proliferation von 
CD10+ Keimzentrums-B-Zellen bei PHTS-Patienten nachgewiesen werden. Die 




4.7 Differentielle Rolle des PTEN/PI3K/AKT-Signalweges bei 
unterschiedlichen Lymphozytenpopulationen – Ein Modell 
In dieser Dissertationsarbeit konnte gezeigt werden, dass lymphoide Hyperplasien 
vermehrt bei Patienten mit PTEN-assoziierten Syndromen auftreten. Ausgehend 
von dieser Beobachtung sollten mögliche Mechanismen untersucht werden, die 
ursächlich für dieses Phänomen sein könnten.  
Ausgeschlossen werden konnte eine rein proliferative Genese für lymphoide 
Hyperplasien, da weder konventionelle CD3+ T-Zellen noch CD20+ B-Zellen 
außerhalb des Keimzentrums vermehrt proliferieren. Dennoch ließen sich in 
einzelnen Lymphozytensubpopulationen gesteigerte proliferative Effekte in situ 
nachweisen. So zeigten spezifische immunhistochemische Analysen, dass PTEN-
Defekte zu einer gesteigerten Proliferation von CD10+ B-Zellen des Keimzentrums 
und von Foxp3+ regulatorischen T-Zellen führen. Foxp3+ regulatorische T-Zellen 
exprimieren neben dem T-Zell-Rezeptor vor allem die !-Kette des IL-2R[55]. Beide 
Rezeptoren sind Beispiele für PI3K/AKT-vermittelte Signaltransduktion[3, 105]. 
Paradoxerweise begründet sich der Phänotyp von Foxp3+ regulatorischen 
T-Zellen auf der Grundlage einer deutlich verminderten Aktivierung dieses 
Signalweges[61]. Ursächlich dafür scheint eine gesteigerte Expression von PTEN 
bei Foxp3+ regulatorischen T-Zellen zu sein, was zur Folge hat, dass die 
Signaltransduktion vermehrt über den PTEN-unabhängigen STAT5-Signalweg 
vermittelt wird[60]. Eine gesteigerte Proliferationsrate von Foxp3+ regulatorischen 
T-Zellen bei PTEN-Defekten, auch im Vergleich zu konventionellen T-Zellen, wäre 
die Folge einer veränderten TCR- und IL-2R-vermittelten PI3K/AKT-Signal-
transduktion. 
Neben der Erkenntnis, dass Apoptose sowohl bei gesunden Proben als auch bei 
Proben von PHTS-Patienten vorwiegend B-Zellen betrifft, konnte der kontrollierte 
Zelltod zudem in deutlich reduzierter Frequenz bei PTEN-Defekten nachgewiesen 
werden. Dabei ließ sich der Apoptose-Defekt auf naive CD10+ B-Zellen des 
Keimzentrums eingrenzen. Dieser spezifische Effekt könnte in einer defekten 
negativen Selektion begründet sein. Diese wird vor allem durch eine BCR-
vermittelte Aktivierung des PI3K/AKT-Signalweges verhindert[48, 104]. Der gleiche 
Diskussion 
 66 
Effekt könnte bei PHTS-Patienten durch den Verlust von PTEN hervorgerufen 
werden.  
Defekte bei negativer und positiver Selektion könnten auch eine Rolle bei den 
Veränderungen spielen, die bei zwei Patienten (R130Q, Del E2-9) im peripheren 
Blut gefunden wurden. Bei diesen zeigte sich eine deutliche Vermehrung von 
naiven Lymphozyten. Bei beiden Patienten konnte ein vermehrter Anteil an 
transitionalen B-Zellen und naiven B-Zellen beobachtet werden, wobei die Zahl 
von Gedächtnis-B-Zellen reduziert war. Bei Patient Del E2-9 zeigte sich auch ein 
deutlich erhöhter Anteil an naiven CD4+CD45RA+ T-Zellen. Sowohl naive B-Zellen 
als auch T-Zellen benötigen adäquate BCR- bzw. TCR-Signale zum Überleben 
und zur Weiterentwicklung zu spezifischen Effektorzellen. Fehlen diese Signale, 
welche über den PI3K/AKT-Signalweg vermittelt werden, kommt es zu BCR- oder 
TCR-induzierter Apoptose. Vom Mausmodell ist bekannt, dass ein konstitutiv 
aktivierter PI3K/AKT-Signalweg naive Lymphozyten, trotz fehlendem Rezeptor, vor 
Apoptose bewahren kann[48, 104]. Daraus lässt sich die These ableiten, dass die 
Anhäufung naiver Lymphozyten bei PHTS-Patienten ebenfalls diesem Effekt 
zugrunde liegen könnte. Überschüssige, vermeintlich funktionslose, naive B- und 
T-Zellen könnten im Darm akkumulieren und zur Bildung lymphoider Hyperplasien 
beitragen. Dies könnte zudem erklären, warum B- und T-Zellen außerhalb des 
Keimzentrums nicht vermehrt proliferieren. Interessanterweise zeigte das mukosa-
assoziierte lymphoide Gewebe von PHTS-Patienten eine konstitutive Expression 







Der PTEN/PI3K/AKT-Signalweg spielt eine bedeutende Rolle für Proliferation, 
Apoptose, Zellzykluskontrolle und Migration. Die Phosphatase PTEN fungiert 
dabei als negativer Regulator des Signalweges. Defekte im PTEN-Gen führen bei 
Mäusen zur Entstehung von Tumoren in unterschiedlichen Organsystemen und zu 
schweren immunologischen Veränderungen. Zu diesen zählen intestinale 
lymphoide Hyperplasien, Thymushyperplasie, Lymphadenopathien, Autoimmunität 
und Lymphome. Beim Menschen sind Keimbahnmutationen von PTEN assoziiert 
mit dem PTEN-Hamartom-Tumor-Syndom (PHTS). Die immunologischen 
Konsequenzen von PTEN-Defekten beim Menschen sind bisher nicht verstanden.  
Ziel dieser Promotionsarbeit war es, die Immunregulation bei Menschen mit 
PTEN-Defekten zu charakterisieren. Dabei wurden intestinale Proben von sechs 
PHTS-Patienten auf das Vorhandensein von lymphoiden Hyperplasien 
histologisch untersucht. Mit Hilfe von immunhistologischen Techniken sollte 
geklärt werden, ob Veränderungen in Proliferation und Apoptose bei 
unterschiedlichen Lymphozytensubpopulationen in situ vorliegen und inwieweit 
diese mit einer gesteigerten Aktivierung des AKT/mTOR-Signalweges assoziiert 
sind. Die mittels Immunhistochemie gewonnen in situ-Daten wurden durch 
immunologische Analysen des peripheren Blutes von ausgewählten Patienten mit 
prototypischen PTEN-Mutationen ergänzt. 
Immunologische Dysregulationen fanden sich in Form von Thymushyperplasie, 
Tonsillenhypertrophie und ausgedehnten lymphoiden Hyperplasien von Magen, 
Dünndarm und Kolon. Im peripheren Blut konnte eine hohe Anzahl von naiven 
Lymphozyten nachgewiesen werden. Dies könnte auf einen Verlust von PTEN-
abhängigen Selektionsmechanismen zurückzuführen sein. Die histologische 
Aufarbeitung intestinaler Proben von sechs PHTS-Patienten konnte zeigen, dass 
lymphoide Hyperplasien ein häufigeres Phänomen darstellen als bisher 
beschrieben. Die immunhistochemische Analyse der lymphoiden Hyperplasien 
ergab, dass Lymphozyten innerhalb der T-Zell-Zone nicht vermehrt proliferieren, 
jedoch eine gesteigerte Phosphorylierung von AKT aufweisen.  
Zusammenfassung 
 68 
Aus Untersuchungen an Mäusen ist bekannt, dass der PTEN/PI3K/AKT-
Signalweg in die Entwicklung und den peripheren Erhalt von Foxp3+ regula-
torischen T-Zellen involviert ist. Aus diesem Grund wurde die Verteilung und das 
Proliferationsverhalten von regulatorischen T-Zellen genauer untersucht. Dazu 
erfolgten Mehrfachfluoreszenzfärbungen von Foxp3, einem spezifischen Marker 
für regulatorische T-Zellen, mit dem Proliferationsmarker Ki-67 und dem T-Zell-
marker CD3. Obwohl die Verteilung CD3+Foxp3+ regulatorischer T-Zellen nicht 
verändert war, fand sich eine gesteigerte Proliferation dieser Zellen bei PHTS-
Patienten. Zudem konnte eine gesteigerte Aktivierung des mTORC1-Signalweges 
bei Foxp3+ Zellen nachgewiesen werden. Dieser Zusammenhang zeigte sich auch 
bei Gesundkontrollen, was auf einen Schwelleneffekt für die PTEN-Aktivität 
hinweisen könnte.  
Mit Hilfe von Tunel-Assays konnte eine reduzierte Apoptose bei CD20+CD10+ 
B-Zellen des Keimzentrums detektiert werden. Gleichzeitig fand sich bei PHTS-
Patienten eine vermehrte Proliferation innerhalb des Keimzentrums, welche mit 
einer gesteigerten Aktivierung des mTORC1-Signalweges assoziiert war. Der 
Apoptosedefekt scheint dabei B-Zell-spezifisch zu sein, da fast alle in situ 
nachgewiesenen apoptotischen Zellen mit den B-Zellmarkern CD20 und CD10 
assoziiert waren. Gleichzeitig zeigten PTEN-defiziente T-Zellblasten in vitro ein 
normales Apoptoseverhalten.  
Zusammenfassend verdeutlichen diese Daten, dass lymphoide Hyperplasien ein 
häufiges Phänomen bei PHTS darstellen. Erhöhte Zahlen von naiven B- und 
T-Zellen aus Knochenmark und Thymus könnten durch Akkumulation zur 
Entstehung von intestinalen lymphoiden Hyperplasien beitragen. Gleichwohl 
spielen reduzierte Apoptose und verstärkte Proliferation von B-Zellen eine 
entscheidende Rolle bei der Ausbildung dieser lymphoiden Strukturen. Zuletzt 
lassen sich klare Hinweise für die differentielle Rolle des PTEN/PI3K/AKT-
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